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1 I N T R O D U C T I O N
T h e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n a n d U N I C E F J o i n t M o n i t o r i n g P r o g r a m m e f o r W a t e r Su p p l y
a n d S a n i t a t i o n i n c l u d e s h o u s e h o l d c o n n e c t i o n s , p u b l i c s t a n d p i p e s , b o r e h o l e s , p r o t e c t e d d u g
w e l l s
, p r o t e c t e d s p r i n g s , a n d r a i n w a t e r c o l l e c t i o n s y s t e m s i n t h e d e fi n i t i o n o f
" im p r o v e d
"
w a t e r
s o u r c e s .
'
H o w e v e r
,
d r i n k i n g w a t e r o b t a i n e d f r o m s o u r c e s t h a t d o n o t i n c l u d e s o m e f o r m o f
c h e m i c a l t r e a t m e n t p r o v i d i n g a n a d e q u a t e d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l r e m a i n s h i g h l y s u s c e p t i b l e t o
c o n t a m i n a t i o n d u r i n g c o l l e c t i o n , t r a n s p o r t a n d s t o r a g e r e g a r d l e s s o f w h e t h e r o r n o t t h a t s o u r c e i s
i m p r o v e d . E v e n t r e a t e d w a t e r i s s u s c e p t i b l e t o r e c o n t a m i n a t i o n i n a r e a s w h e r e p i p e d w a t e r
s e r v i c e i s i n t e r m i t t e n t a n d q u a l i t y i s u n r e l i a b l e d u e t o d i s t r i bu t i o n a n d s t o r a g e s y s t e m
d e f i c i e n c i e s . T h i s i s s u e i s b r o u g h t i n t o s h a r p f o c u s w h e n o n e c o n s i d e r s t h e f a c t t h a t d i s e a s e s
r e l a t e d t o m i c r o b i o l o g i c a l l y u n s a f e w a t e r c a u s e a n e s t i m a t e d 1 . 8 m i l l i o n d e a t h s e v e r y y e a r
a m o n g p o o r p o p u l a t i o n s i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s .
^
T h e r e i s p o t e n t i a l t o r e d u c e t h e g l o b a l b u r d e n
o f w a t e r b o m e i l l n e s s a n d t o i m p r o v e q u a l i t y o f H f e f o r m i Ui o n s o f p e o p l e w i t h a l o w - c o s t a n d
e f f e c t i v e a l t e r n a t i v e o r s u p p l e m e n t t o c u r r e n t m e th o d s o f w a t e r s t o r a g e t h a t p r o v i d e s a n a d e q u a t e
d i s i n f e c t i o n b a r r i e r a g a i n s t r e c o n t a m i n a t i o n .
C o p p e r m a y b e o n e s u c h a l t e r n a t iv e d i s i n f e c t i o n m e t h o d . W a t e r h a s b e e n s t o r e d i n c o p p e r p o t s
f o r c e n t u r i e s a s p e o p l e r e c o gn i z e d d e c r e a s e d r a t e o f d i s e a s e a m o n g p e o p l e w h o d r a n k w a t e r t h a t
h a d b e e n i n c o n t a c t w i t h t h e m e t a l p r e s u m a b ly b e c a u s e o f t h e m e t a l
'
s a n t im i c r o b i a l p r o p e r t i e s .
A l t h o u gh t h e l o n g - t e r m a v a i l a b i l i t y o f a l l n o n - f e r r o u s m e t a l s h a s b e e n q u e s t i o n e d
^
,
c o p p e r i s
a r g u a b l y t h e m o s t a c c e s s i b l e m e t a l w i t h k n o w n d i s i n f e c t a n t p r o p e r t i e s . T h e r e a l p r i c e o f c o p p e r
h a s r e m a i n e d l o w f o r m a n y d e c a d e s
' *
,
a n d a t t h e c u r r e n t c o s t o f r o u gh l y 4 . 0 0 U SD / l b ( 1 0 0%
p u r i t y ) t h e m e t a l i s r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e c o m p a r e d t o o t h e r m e t a l s w i t h s i m i l a r p r o p e r t i e s . T h e
m e t a l h o l d s c u l t u r a l s i g n i f i c a n c e i n a n c i e n t a n d m o d e m s o c i e t i e s a l i k e , h a s b e e n u s e d a s c u r r e n c y
i n r e c e n t h i s t o r y , a n d c a n b e p u r c h a s e d i n l o c a l m a r k e t s . B e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h e
a n t im i c r o b i a l a c t i v i t y o f c o p p e r i n i t s i o n i c a n d z e r o - v a l e n t f o r m s a n d o f h o w t h i s a c t i v i t y i s
a f f e c t e d b y c h e m i c a l e q u i l i b r i a i n n a t u r a l w a t e r s w i l l a l l o w f o r s u c h a m e t a l t o b e p o t e n t i a l l y
i n c o r p o r a t e d i n t o s a f e w a t e r s t o r a g e p r a c t i c e s .
1 . 1 O B J E C TI VE S
T h e p r im a r y o bj e c t i v e s o f t h e r e s e a r c h p r e s e n t e d i n t h i s r e p o r t a r e ( 1 ) t o t e s t t h e e f fi c a c y o f i o n i c
c o p p e r , [d i s s C u ] , o n t h e i n a c t i v a t i o n o f t h e m i c r o o r g a n i s m s E s c h e r i c h i a c o l i B , P s e u d o m o n a s
a e r u g i n o s a , a n d M S - 2 c o l i p h a g e a n d (2 ) t o c h a r a c t e r i z e t h e r e d u c t i o n k i n e t i c s o f t h e s e
m i c r o o r g a n i s m s b y [ d i s s C u ] d i s i n f e c t i o n i n o r d e r t o b e t t e r d o c u m e n t t h e a p p l i c a b i l i t y o f t h e
m e t a l f o r d i s in f e c t i o n o f s t o r e d d r i n k i n g w a t e r .
1 . 2 A P P R O A C H
A s e r i e s o f b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d i n o r d e r t o a c h i e v e t h e fi r s t o bj e c t i v e .
[ d i s s C u ] w a s d o s e d t o b a t c h r e c t o r s c o n t a i n i n g a l l t h r e e t e s t o r g a n i s m s i n r e a g e n t g r a d e b u f f e r e d
t e s t w a t e r . S a m p l e s w e r e o b t a i n e d a t i n t e r v a l s o v e r a 6 - h o u r d u r a t i o n a n d a s s a y e d f o r e a c h
r e s p e c t i v e o r g a n i s m . [d i s s C u ] w a s q u a n t i fi e d b y i n d u c t i v e l y c o u p l e d p l a s m a m a s s s p e c t r o m e t r y
(I CP - M S) D i s i n f e c t i o n e f fi c a c y w a s e v a l u a t e d b y t h e a b i l i t y o f [ d i s s C u ] t o a c h i e v e m e a s u r a b l e
r e du c t i o n s i n c u l t u r a b l e t e s t o r g a n i s m s t h a t i n c r e a s e d w i th c o n t a c t t im e a n d d o s e .
T h e s e c o n d o bj e c t i v e w a s a c h i e v e d b y e m p i r i c a l o b s e r v a t i o n o f e x p e r i m e n t a l d a t a u s in g
e s t a b Hs h e d m e t h o d s o f a n a l y s i s o f m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n d a t a M i c r o b i a l r e d u c t i o n d a t a w e r e
fi r s t e v a l u a t e d a c c o r d i n g t o fi r s t - o r d e r r e a c t i o n k i n e fi c s t h e o r y . W e l l - k n o w n m a t h e m a fi c a l
m o d e l s w e r e t h e n fi t t o t h e e x p e r im e n t a l d a t a a n d i n t e r p r e t a t i o n s w e r e m a d e b a s e d o n t h e
e s t i m a t e d m o d e l p a r am e t e r s F i n a l l y , t h e o b s e r v e d r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e m e a s u r e d
2
d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n a n d c o n t a c t t i m e r e q u i r e d t o a c h i e v e 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n w a s u s e d
t o c o m p a r e t h e d i s in f e c t i o n a c t i v i t y o f [ d i s s C u ] o n th e t e s t o r g a n i s m s t o t h a t o f o t h e r w e l l -
c h a r a c t e r i z e d d i s i n f e c t a n t s o n v a r i o u s m i c r o o r g a n i s m s .
T h e r e m a i n d e r o f t h i s r e p o r t i s d i v i d e d i n t o c h a p t e r s a s f o l l o w s : Ch a p t e r 2 c o n t a i n s r e l e v a n t
b a c k g r o u n d i n f o r m a t i o n c o n c e r n i n g t h e t r e a t m e n t o f s t o r e d dr i n k i n g w a t e r w i t h [ d i s s C u ] a n d t h e
m o d e l i n g o f m i c r o b i a l r e d u c t i o n k i n e t i c s b y d i s i n f e c t a n t s ; C h a p t e r 3 p r e s e n t s m e th o d s a n d
m a t e r i a l s o n h o w t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d a n d h o w t h e d a t a w e r e
a n a l y z e d a n d m o d e l e d ; E x p e r im e n t a l r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y a r e p r e s e n t e d a n d d i s c u s s e d i n
C h a p t e r 4 ; C h a p t e r 5 c o n t a i n s a d i s c u s s i o n r e g a r d i n g im p l i c a t i o n s o f t h e e x p e r i m e n t a l r e s u l t s a n d
o b s e r v a t i o n s a s w e l l a s r e c o m m e n d a t i o n s f o r f u t u r e w o r k ; C h a p t e r 6 s u m m a r i z e s t h e k e y
c o n c l u s i o n s o f t h i s s t u d y .
2 B A C K G R O U N D
2 . 1 WA TE R S UP P L Y I N D E VE L O P I N G C O UN TR I E S
2 . 1 . 1 T h e C h a l l e n g e o f A c c e s s i n g
" S a f e " W a t e r
A c c o r d i n g t o r e c e n t e s t im a t e s
^
,
t h e w o r l d i s o n t r a c k t o a c h i e v e t h e U n i t e d N a t i o n s M i l l e n n i u m
D e v e l o p m e n t G o a l t o h a l v e t h e p r o p o r t i o n o f p e o p l e w i t h o u t s u s t a i n e d a c c e s s t o im p r o v e d
d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s b y 2 0 15 . W h i l e t h e o u t l o o k d o e s n o t a p p e a r e n t i r e l y g r im , t h e gr e a t e s t
c h a l l e n g e s l i e y e t a h e a d . T h e r e m a in i n g 13 % o f t h e g l o b a l p o p u l a t i o n t h a t r e l i e s o n w a t e r f r o m
u n im p r o v e d s o u r c e s l i v e s p r e d o m i n a n t l y i n r e m o t e a r e a s a n d p e r i - u r b a n s l u m s w h e r e
im p r o v em e n t s a r e l i k e l y t o s t i l l b e d e c a d e s a w a y F u r t h e r m o r e , e v e n c e n t r a l i z e d t r e a t m e n t p l a n t s
a n d p r o t e c t e d b o r e h o l e s o ft e n o p e r a t e i n t e r m i t t e n t l y a n d i t i s n o t u n c o m m o n f o r p e o p l e t o h a v e t o
c o l l e c t a n d s t o r e w a t e r f o r h o u r s o r d a y s a t a t im e . U n d e r s u c h c i r c u m s t a n c e s , w a t e r fr o m s o -
c a l l e d " im p r o v e d
"
s o u r c e s r e m a i n s h i g h l y s u s c e p t i b l e t o c o n t a m i n a t i o n d u r i n g c o l l e c t i o n ,
t r a n s p o r t a n d s t o r a g e i f i t d o e s n o t c o n t a i n a d e q u a t e d i s i n f e c t a n t r e s i du a l
'
. T h e r e r e m a i n s t h e
c h a l l e n g e t o e n s u r e t h a t w a t e r s u p p l i e s a r e s a f e f r o m a hu m a n h e a l t h p e r s p e c t i v e a t t h e p o i n t o f
c o n s u m p t i o n . T h e r e f o r e , w a t e r s u p p l y m a n a g e m e n t s t r a t e g i e s t h a t a r e b o t h l e s s c o s t l y t h a n
c e n t r a l i z e d t r e a t m e n t a n d l e s s d e p e n d e n t u p o n g o v e r n m e n t s a n d o t h e r e x t e r n a l a c t o r s a r e l i k e l y
t o b e c o m e m o r e a t t r a c t i v e a s a p p r o a c h e s f o r s a f e dr i n k i n g w a t e r .
2 . 1 . 2 H o u s e h o l d W a t e r T r e a t m e n t a n d S a f e S t o r a g e
A v i a b l e a p p r o a c h t o e n s u r i n g t h e m i c r o b i o l o g i c a l s a f e t y o f dr i n k i n g w a t e r i s t o t r e a t i t a n d s t o r e
i t i n t h e h o m e p r i o r t o c o n s u m p t i o n
'
. B y 2 0 0 7 , t h e n u m b e r o f p e o p l e u s i n g v a r i o u s d e v i c e s t o
t r e a t w a t e r a t t h e p o i n t o f u s e (P O U ) w a s g r o w i n g b y 2 5% a n n u a l l y a n d h a d r e a c h e d a l m o s t 19
m i l l i o n
,
n o t i n c l u d i n g t h e m o r e t h a n 3 5 0 m i l l i o n w h o w e r e b o i l i n g t h e i r w a t e r f o r d r i n k i n g a n d
c o o k i n g
' ^
T h o u g h m a n y d i f f e r e n t P O U t r e a t m e n t o p t i o n s a r e a v a i l a b l e , n o s i n g l e t e c h n o l o g y i s
i d e a l f o r a l l s e t t i n g s a n d o n l y a f e w i n c o r p o r a t e d e s i g n c o n s i d e r a t i o n s f o r s a f e s t o r a g e .
I n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , s a f e w a t e r s t o r a g e p r o c e d u r e s o f t e n i n c l u d e a c o m b i n a t i o n o f
d i s i n f e c t i o n w i t h s o m e f o r m o f c h l o r i n e (l i q u i d h y p o c h l o r i t e o r s o d i u m d i c h l o r o i s o c y a n u r a t e
t a b l e t s ) a n d p h y s i c a l s e q u e s t r a t i o n o f t h e w a t e r i n c o n t a i n e r s w i t h o p e n i n g s s m a l l e n o u gh t o
p r e v e n t d i r e c t h u m a n c o n t a c t
" ' ^
. C h l o r i n e t a b l e t s c a n c o s t a n y w h e r e fr o m $ 0 , 0 0 1 t o $0 . 0 1
(U SD ) p e r l i t e r o f w a t e r t r e a t e d , a n d a r e g e n e r a l l y m o r e e x p e n s i v e t h a n l i q u i d c h l o r i n e w h i c h c a n
t r e a t m o r e t h a n 10 00 L o f w a t e r f o r a b o u t $ 1
' ^
.
T h e a n t im i c r o b i a l p r o p e r t i e s o f s i l v e r i o n s h a v e a l s o b e e n u t i l i z e d i n a n u m b e r o f a p p l i c a t i o n s t o
t r e a t d r i n k i n g w a t e r i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s . S i l v e r i s o f t e n i n c o r p o r a t e d i n t o c a r b o n fi l t e r s a n d
c e r a m i c fi l t e r s p r e s u m a b l y t o p r o t e c t a g a i n s t m i c r o b i a l p r o l i f e r a t i o n a n d b i o f o u l i n g . C e r a m i c
fi l t e r s t h a t h a v e b e e n c o a t e d w i t h s o l u t i o n s o f c o l l o i d a l s i l v e r h a v e b e e n s h o w n t o im p r o v e
b a c t e r i a l r e m o v a l e f fi c i e n c y o v e r fi l t e r s t h a t h a v e n o t b e e n t r e a t e d w i t h s i l v e r
' ' *
, t h o u g h i t i s
u n c l e a r w h e t h e r t h e im p r o v e m e n t w a s d u e t o i n a c t i v a t i o n o f t h e b a c t e r i a o r t o s i z e e x c l u s i o n a s a
r e s u lt o f fi l t e r p o r e s b e i n g c l o g g e d b y th e s i l v e r s o l u t i o n . S i l v e r - im p r e gn a t e d c e r a m i c f i l t e r s h a v e
a l s o b e e n s h o w n t o b e e f f e c t i v e a t r e d u c in g d i a r r h e a l i l l n e s s C a m b o d i a
' ^
. D i s i n f e c t i o n w i t h s i l v e r
i o n s i s a l s o d i s c u s s e d i n s e c t i o n 2 . 2 . 3 . 2 o f t h i s r e p o r t .
T h o u g h t h e e f fi c a c y o f c o p p e r f o r t r e a t m e n t o f s t o r e d w a t e r h a s y e t t o b e fu l l y c h a r a c t e r i z e d , i t i s
f e a s i b l e t h a t c o p p e r p r o d u c t s , w h e t h e r i o n i c , z e r o - v a l e n t o r c o l l o i d a l in s o l i d , p a r t i c u l a t e o r l i q u i d
f o r m
,
c a n b e a s c o s t e f f e c t i v e a s l i q u i d c h l o r i n e a n d s i l v e r i o n s . O t h e r d i s i n f e c t a n t s a n d
d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s a r e g e n e r a l l y p r o h i b i t i v e l y e x p e n s i v e a n d t o o c o m p l i c a t e d t o b e u s e d
w i d e s p r e a d a t t h e p o i n t - o f - u s e . D i s i n f e c t i o n o f d r i n k i n g w a t e r w i t h i o d i n e i s n o t r e c o m m e n d e d
f o r e x t e n d e d u s e b e c a u s e o f c o n c e r n s a b o u t a d v e r s e e f f e c t s o f e x c e s s i n t a k e o n t h e t h y r o i d g l a n d .
H o w e v e r , t h i s i s s u e i s b e i n g r e - e x a m i n e d b e c a u s e d i e t a r y i o d i n e d e fi c i e n c y i s a s e r i o u s h e a l t h
p r o b l e m i n m a n y p a r t s o f t h e w o r l d .
T h e e f f e c t s o f s t o r a g e p r a c t i c e s o n w a t e r q u a l i t y h a v e b e e n s t u d i e d a n d d e s c r i b e d i n p e e r -
r e v i e w e d l i t e r a t u r e D e c l i n i n g m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f d r i n k i n g w a t e r i n s t o r e d p l a s t i c
c o n t a in e r s h a s b e e n l i n k e d t o t h e g r o w t h o f b i o f i lm o n c o n t a i n e r w a l l s .
' '
F u r t h e r m o r e , a m e t a ¬
a n a l y s i s o f 5 7 p e e r
- r e v i e w e d s t u d i e s s h o w e d t h a t d r i n k i n g w a t e r q u a H t y s i g n i f i c a n t l y d e c l i n e s
a f t e r c o l l e c t i o n i n m a n y s e t t i n g s .
' ^
T h e s t u dy c o n c l u d e d t h a t t h e m i c r o b i o l o g i c a l p r o c e s s e s
o c c u r r i n g w i t h i n t h e t r a n s p o r t a n d s t o r a g e v e s s e l s a r e c o m p l e x a n d a r e l i k e l y t o b e i n f lu e n c e d b y
i n t e r a c t i o n o f b i o t a i n t h e c o l l e c t e d w a t e r w i t h r e c o n t a m i n a t i o n f r o m d i p p i n g h a n d s a n d c u p s i n t o
c o n t a in e r s a n d w i t h g r o w t h o f p a t h o g e n i c a n d o p p o r t u n i s t i c h e t e r o t r o p h i c b a c t e r i a , s u c h a s
L e g i o n e l l a s p p , P s e u d o m o n a s , My c o b a c t e r , C a m p y l o b a c t e r , K l e b s i e l la , A e r o m o n a s ,
H e l i c o ba c t e r p y l o r i . Sa lm o n e l l a , a n d E s c h e r i c h i a c o l i i n b i o f i lm s o n t h e w a l l s o f t h e s t o r a g e
c o n t a i n e r s . Su p p o r t i n g t h e c o n c l u s i o n s d r a w n i n t h e m e t a - a n a l y s i s t h a t d i r e c t h a n d l i n g o f w a t e r
i n c r e a s e s r i s k o f c o n t a m i n a t i o n
,
a n u m b e r o f i n t e r v e n t i o n s t u d i e s h a v e r e p o r t e d t h a t c o v e r e d
v e s s e l s c a n e f f e c t i v e l y m i n im i z e t h e i n t r o d u c t i o n o f p a t h o g e n s i n t o s t o r e d dr i n k i n g w a t e r f r o m
h a n d s a n d u t e n s i l s a n d c a n r e du c e f e c a l a n d t o t a l c o l i f o r m c o u n t s i n s t o r e d w a t e r b y u p t o
2 0 0 /^
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,
2 0 -
pj ^ g g g s t u d i e s p r o v i d e s u b s t a n t i a l e v i d e n c e t h a t s a f e w a t e r s t o r a g e p r a c t i c e s s h o u l d
m i n im i z e t h e n e e d a n d p o t e n t i a l f o r d i r e c t c o n t a c t o f w a t e r w i t h h a n d s , u t e n s i l s , a n d o t h e r
o bj e c t s . A n u m b e r o f d e s i g n im p r o v e m e n t s i n c l u d i n g s m a l l o p e n i n g s , l i d s , a n d s p i g o t s , h a v e
b e e n i n c o r p o r a t e d i n t o w a t e r s t o r a g e v e s s e l s
^ '
t h a t a r e m a s s - p r o du c e d a n d d i s t r i b u t e d b y d i s a s t e r
r e l i e f a n d o t h e r o r g a n i z a t i o n s . I n f a c t , t h e U n i t e d St a t e s C e n t e r f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d
P r e v e n t i o n ' s " S a f e Wa t e r Sy s t e m
"
,
a p r o g r a m th a t i s b e i n g im p l e m e n t e d i n m a n y l o c a t i o n s
a r o u n d th e w o r l d
,
c h a m p i o n s d i s i n f e c t i o n a t t h e p o i n t - o f - u s e a n d s t o r a g e i n s a f e c o n t a i n e r s a s t h e
m o s t e f f e c t i v e p r o c e s s o f e n s u ri n g a c c e p t a b l e w a t e r q u a l i t y . I t i s i m p o r t a n t t h a t a n y
r e c o m m e n d a t i o n r e g a r d i n g t r e a t m e n t o f w a t e r w i t h c o p p e r i o n s s e e k t o m i n im i z e d i r e c t c o n t a c t
o f t h e w a t e r w i t h u n s a n i t a r y o bj e c t s , e s p e c i a l l y t h o s e h a r b o r i n g p a t h o g e n s
I n s p i t e o f a l l t h a t i s k n o w n a b o u t s t o r a g e p r a c t i c e s , t h e r e i s m u c h t h a t r e m a i n s u n c h a r a c t e r i z e d
r e g a r d i n g th e s o u r c e s a n d f a t e o f m i c r o b e s i n s t o r e d w a t e r . R e l a t i v e ly l i t t l e i s k n o w n a b o u t h o w
m u c h r e c o n t a m i n a t i o n i n s t o r e d d r i n k i n g w a t e r i s d u e t o i n t r o d u c t i o n f r o m e x t e r n a l s o u r c e s s u c h
a s h a n d s
,
v e c t o r s
,
o bj e c t s a n d a i r b o r n e m i c r o b e s , r e - g r o w t h o f p a t h o g e n s s u s p e n d e d i n t h e s t o r e d
d ri n k i n g w a t e r o r b i o fi l m f o r m a t i o n a n d g r o w t h . I n a d d it i o n , i t i s n o t e n t i r e l y c l e a r h o w m u c h
d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l i s r e q u i r e d t o m a i n t a i n a n
"
a c c e p t a b l e
" m i c r o b i a l w a t e r q u a l i t y i n a t y p i c a l
2 0 L h o u s e h o l d w a t e r s t o r a g e v e s s e l . I t i s l i k e l y t h a t a l o w e r r e s i du a l c o n c e n t r a t i o n o f
d i s i n f e c t a n t w o u l d b e n e e d e d t o m a i n t a i n d r i n k in g w a t e r q u a l i t y i n a p r o t e c t e d s t o r a g e v e s s e l a s
c o m p a r e d t o t h a t n e e d e d t o d i s i n f e c t t h e w a t e r i n t h e f i r s t p l a c e . A l t h o u g h w a t e r s u p p l i e r s i n
d e v e l o p e d c o u n t r i e s t y p i c a l l y a im f o r a t a r g e t r e s i d u a l o f a r o u n d 0 . 5 m g /L f r e e c h l o r i n e i n
d i s t r i b u t i o n sy s t e m s , i t h a s b e e n s h o w n t h a t a f r e e c h l o r i n e r e s i du a l o f a s l o w a s 0 . 2 m g / L c a n
c o n t r o l b i o f i lm g r o w t h i n p i p e s
' "
A f t e r s t u d y i n g c h l o r i n e d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y i n 10 6 t u r b i d
w a t e r s a m p l e s f r o m 16 d i f f e r e n t c o u n t r i e s , L a n t a g n e r e c o m m e n d e d t h a t a f r e e c h l o r i n e r e s i du a l
o f < 2 . 0 m g / L b e m a i n t a i n e d f o r a t l e a s t 1 h o u r a f t e r d i s i n f e c t a n t a d d i t i o n a n d > 0 2 m g /L a f t e r
2 4 h o u r s o f s t o r a g e
^ ^
. A s i m i l a r r a n g e i n c o n c e n t r a t i o n o f c o p p e r i o n s t h a t i s a d e q u a t e t o
m a i n t a i n t h e m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f s t o r e d d ri n k i n g w a t e r o b t a i n e d f r o m n a t u r a l s o u r c e s
s h o u l d b e i d e n t i f i e d i n o r d e r f o r p r o p e r c o p p e r i o n d o s i n g p r o c e d u r e s b e d e v e l o p e d . Su c h d o s i n g
p r o c e d u r e s s h o u l d a l s o b e f e a s i b l e f o r u n t r a i n e d i n d i v i du a l s t o c a r r y - o u t o n a d a i l y b a s i s .
R e l a t i v e l y f e w s t u d i e s a d d r e s s l o n g - t e r m w a t e r s t o r a g e a n d l i t t l e i s k n o w n a b o u t h o w t h e
du r a t i o n o f s t o r a g e p e r i o d a f f e c t s t h e m i c r o b i o l o g i c a l a n d c h e m i c a l q u a l i t y o f w a t e r a t t h e p o i n t -
o f - u s e . T h i s i s i n p a r t a q u e s t i o n o f g r o w t h k i n e t i c s o f c o l i f o r m s a n d b a c t e r i a l p a t h o g e n s , w h i c h
h a v e b e e n s t u d i e d a n d c h a r a c t e r i z e d
^ "*
,
a n d i s l i k e l y t o b e h e a v i l y i n f lu e n c e d b y t h e r a t e o f
d e c l i n e o f r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n i n s t o r e d dr i n k i n g w a t e r s D e c l in e i n d i s i n f e c t a n t
r e s i du a l c o n c e n t r a t i o n o v e r s t o r a g e du r a t i o n h a s a l s o b e e n s h o w n t o c o r r e l a t e w i t h t h e f o r m a t i o n
o f c a r c i n o g e n i c d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s , a l b e i t a t l e v e l s b e l o w t h e r e s p e c t i v e W H O g u i d e l i n e
v a l u e s , i n w a t e r t h a t h a s b e e n d i s i n f e c t e d w i t h c h l o r i n e
^ ^
'
^ ^
C o p p e r i o n s a r e a g o o d c a n d i d a t e f o r
d i s i n f e c t i o n w i t h r e g a r d t o s t a b i l i t y o f r e s i d u a l c o n c e n t r a t i o n a n d c o n t r o l o f d i s i n f e c t i o n
b y p r o d u c t f o r m a t i o n b e c a u s e s p e c i a t i o n i s n o t d e p e n d e n t o n t h e c a r b o n a t e s y s t e m a n d n o c o p p e r -
r e l a t e d d i s i n f e c t i o n b y p r o du c t s h a v e b e e n i d e n t i f i e d t o d a t e .
2 . 2 H I S T O R I CA L R E V I E W O F WA TE R TR E A TM E N T WI T H C O P P E R
2 . 2 . 1 C o n t r o l o f A l g a l B l o o m s i n S u r f a c e a n d R e c r e a t i o n a l W a t e r s
T h e a p p l i c a b i l i t y o f c o p p e r f o r w a t e r t r e a t m e n t h a s b e e n a p p r e c i a t e d f o r m o r e t h a n a c e n t u r y .
O n e o f t h e e a r h e s t r e c o m m e n d a t i o n s w a s m a d e b y t h e U . S D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e i n 19 0 4
a n d d e s c r i b e d t h e u s e o f c o p p e r s u l p h a t e t o c o n t r o l t h e g r o w t h o f c y a n o b a c t e r i a i n f r e s h w a t e r
r e s e r v o i r s . I t i s n o w c o m m o n f o r c h e m i c a l s s u c h a s c o p p e r s u l p h a t e , a l u m i n u m s u l p h a t e , a n d
p o t a s s i u m p e r m a n g a n a t e t o b e u s e d i n f r e s h w a t e r r e s e r v o i r s f o r t h i s p u r p o s e . C o p p e r s u l p h a t e i s
t h e m o s t c o m m o n l y a p p l i e d a l g a e c i d e b e c a u s e i t i s e f f e c t i v e , e c o n o m i c a l , e a s y t o a p p l y , a n d
p o s e s a r e l a t i v e l y l o w r i s k o f h a r m t o h u m a n h e a l t h a n d t h e e n v i r o n m e n t
^ ^
. T h e c h e m i c a l h a s
a l s o b e e n s h o w n t o i n h i b i t c h l o r a m i n e d e c a y d u e t o n i t r i f i c a t i o n i n c h l o r a m i n a t e d d i s t r i b u t i o n
s y s t e m s b y r e d u c i n g t h e a c t i v i t y o f a m m o n i a - o x i d i z i n g b a c t e r i a
^ ^
.
H y p o c h l o r o u s a c i d p r o d u c e d f r o m c o m p o u n d s c o n t a i n i n g c h l o r in e h a s b e e n u s e d s i n c e t h e e a r l y
2 0 ' c e n t u r y t o d i s i n f e c t r e c r e a t i o n a l s w imm i n g p o o l s
^ °
a n d i s n o w t h e c h e m i c a l o f c h o i c e f o r t h e
a p p l i c a t i o n . H o w e v e r , v a r i o u s c o m m e r c i a l p r o d u c t s c o n t a i n i n g c o p p e r c o m p o u n d s a r e s t i l l
a v a i l a b l e a n d h a v e b e e n r e c o m m e n d e d f o r u s e i n c o m b i n a t i o n w i t h c h l o r i n a t i o n f o r c o n t r o l l i n g
a l g a e i n r e c r e a t i o n a l w a t e r f a c i l i t i e s
^ ^
'
^ ^
. I n a d d i t i o n
,
t e c h n o l o g i e s t h a t u t i l i z e t h e c o m b i n e d
e f f e c t s o f s i l v e r a n d c o p p e r i o n s t o d i s i n f e c t w a t e r h a v e b e e n d e v e l o p e d a n d a d a p t e d f o r u s e i n
r e c r e a t i o n a l s w im m i n g p o o l s . T h e s e a r e d i s c u s s e d i n d e t a i l e l s e w h e r e i n t h i s r e p o r t .
2 . 2 . 2 C o n t r o l o f B i o f i l m G r o w t h i n D r i n k i n g W a t e r D i s t r i b u t i o n S y s t e m s
H e a v y m e t a l s a r e c o m m o n l y f o u n d i n w a t e r t h a t h a s b e e n t r e a t e d a t a c e n t r a l l o c a t i o n d u e t o
c o r r o s i o n o f p ip e s , v a l v e s a n d fi t t i n g s i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t e m
' ' ^
. C o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n
t r e a t e d w a t e r s t e n d t o b e i n t h e r a n g e o f 0 . 0 0 5 t o 1 m g /L , b u t i f w a t e r s t a n d s i n c o n t a c t w i t h
c o p p e r p l u m b i n g fo r a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f t im e t h e c o n c e n t r a t i o n s c a n b e a s h i g h a s 3 0 m g /L
d e p e n d i n g o n t h e t e m p e r a t u r e , p H , a n d a l k a l i n i t y o f t h e w a t e r
^ ^
.
T h o u gh c o p p e r c a n p o s e s i g n i fi c a n t h u m a n h e a l t h c o n c e r n s a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s , i t c a n a l s o
h e l p t o c o n t r o l g r o w t h o f c o l i f o r m b a c t e r i a a n d b i o f i l m s i n w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s . I n c r e a s e d
c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r i n w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s w e r e fi r s t s h o w n t o c o r r e l a t e w i t h l o w
c o u n t s o f c o Uf o r m b a c t e r i a i n t h e e a r l y 19 80
'
s
^ ^
. N u m e r o u s s t u d i e s h a v e s i n c e o b s e r v e d r e t a r d e d
g r o w t h o f b i o fi l m b a c t e r i a a n d o t h e r m i c r o o r g a n i s m s o n p i p e s m a d e o f c o p p e r
' ^
'
^ ^
'
^ ^
'
' * '^
a n d o n e
s t u d y h a s q u a n t i fi e d b a c t e r i a l r e du c t i o n s i n w a t e r c o n t a i n i n g c o p p e r t h a t w a s l e a c h e d f r o m
p i p e s
' * '
. M o s t o f t h e s e s t u d i e s h a v e a l s o r e p o r t e d m a r k e d d e c r e a s e i n a n t i m i c r o b i a l a c t i v i t y o f
c o p p e r s u r f a c e s o v e r t i m e a s a r e s u l t o f t h e b u i l d u p o f c o r r o s i o n b y p r o d u c t s o n p i p e s u r f a c e s . F o r
t h i s r e a s o n
,
c o p p e r p i p e s h a v e n o t b e e n r e c o m m e n d e d f o r w i d e s p r e a d u s e a s a c o n t r o l s t r a t e gy
f o r b i o fi lm s i n w a t e r d i s t r i bu t i o n s y s t e m s
2 . 2 . 3 D i s i n f e c t i o n o f D r i n k i n g W a t e r
2 . 2 . 3 1 R e g u l a t i o n s a n d G u i d e l i n e s
D o m e s t i c a n d i n t e rn a t i o n a l r e g u l a t i o n s a r e i n p l a c e t o g o v e r n t h e u s e o f d i s i n f e c t a n t s i n
m u n i c i p a l w a t e r s u p p l i e s . T h e f i r s t m a j o r e v e n t f o l l o w i n g t h e e s t a b l i s h m e n t o f t h e U . S . E P A w a s
t h e p a s s a g e o f t h e S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t i n 1 9 7 4
^* ^
. T h e d r i n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n s e n a c t e d
u n d e r t h i s l a w m a d e d i s i n f e c t i o n o f p u b l i c w a t e r s u p p l i e s i n t h e U S a l e g a l r e q u i r e m e n t
' ' ^
. T h e
s u b s e q u e n t s e r i e s o f r e g u l a t i o n s (Su r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e
' ' ' *
,
1 9 89 ; I n t e r i m E n h a n c e d
Su r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e
' '
^ 19 9 8 ; L o n g T e rm 1 E n h a n c e d Su r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e
' * ^
,
2 0 0 2 ; L o n g T e r m 2 E n h a n c e d S u r f a c e Wa t e r T r e a tm e n t R u l e
" * ^
, 2 0 0 3 ) s e t r e du c t i o n r e q u i r e m e n t s
f o r d i s e a s e - c a u s i n g m i c r o b e s i n c l u d i n g v i r u s e s a n d t h e p r o t o z o a G ia r d i a l a m b l i a a n d
C r y p t o s p o r i d i u m p a r v u m T h e s e r e g u l a t i o n s r e q u i r e d r i n k i n g w a t e r s u p p l i e r s t o a c h i e v e a n
o v e r a l l 4 l o g i o r e d u c t i o n o f v i r u s e s , 3 l o g i o r e d u c t i o n o f G l a m b l i a c y s t s , a n d 2 l o g i o r e du c t i o n o f
C . p a r v u m o o c y s t s b y fi l t r a t i o n a n d d i s i n f e c t i o n , e i t h e r t o g e t h e r o r i n d i v i d u a l l y . H o w e v e r , t h e
o p e r a t i n g p a r a m e t e r s f o r d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s p r o v i d e d b y t h e U S. E P A a s a w a y o f
e n c o u r a g i n g c o m p l i a n c e w i t h t h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e a r e d e s i g n e d t o a c h i e v e 4 l o g i o
r e d u c t i o n s i n v i r u s e s a n d 3 l o g i o r e d u c t i o n s i n G . l a m b l i a c y s t s b y d i s i n f e c t i o n a l o n e
' ' *
.
F u r t h e r m o r e , t h e Su r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e r e q u i r e s a r e s i d u a l di s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n o f
a t l e a s t 0 2 m g / L t o b e m a i n t a i n e d i n d r i n k i n g w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s , a n d t h e
D i s i n f e c t a n t /D i s i n f e c t i o n B y p r o d u c t s R u l e
' ' ' ^
e s t a b l i s h e d m a x im u m d i s i n f e c t a n t r e s i du a l l e v e l s o f
4 . 0 m g /L a s C I2 f o r c h l o r i n e , 4 . 0 m g /L a s C I2 f o r c h l o r a m i n e , a n d 0 . 8 m g /L f o r c h l o r i n e d i o x i d e .
I t i s im p o r t a n t t o c o n s i d e r t h e s e r e g u l a t i o n s i n t h e c o n t e x t o f d e v e l o p i n g n o v e l d i s i n f e c t a n t s f o r
s t o r e d d r i n k i n g w a t e r .
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G u i d e l i n e s h a v e a l s o b e e n e s t a b l i s h e d t o s t e e r t h e d e v e l o p m e n t o f w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s t h a t
a r e i n t e n d e d f o r t h e p o i n t - o f - u s e . T h e N SF P r o t o c o l P 2 3 1 s e t m i n i m u m p e r f o r m a n c e
r e q u i r e m e n t s f o r w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s t h a t m a k e m i c r o b i o l o g i c a l p u r i f i c a t i o n c l a im s ,
i n c l u d i n g P O U t e c h n o l o g i e s t h a t e m p l o y d i s i n f e c t i o n s t e p s . T h e s e s t a n d a r d s w e r e b a s e d l a r g e l y
o n t h e U . S . E P A
'
s T a s k F o r c e R e p o r t , G u i d e S t a n d a r d a n d P r o t o c o l f o r T e s t i n g M i c r o b i o l o g i c a l
Wa t e r P u r if i e r s t h a t w a s p u b l i s h e d i n 1 9 8 7
^ '
. I n a d d i t i o n t o s e t t i n g p r o t o c o l r e q u i r e m e n t s f o r l a b
t e s t i n g o f P O U t e c h n o l o g i e s , N S F P r o t o c o l P 2 3 1 r e q u i r e s m i c r o b i o l o g i c a l p u r i f i c a t i o n s y s t e m s t o
a c h i e v e 6 l o g i o r e d u c t i o n o f K l e bs ie l l a t e r r i g e n a , 4 l o g i o r e d u c t i o n o f P o l i o v i r u s ty p e 1 a n d
R o t a v i r u s
,
3 l o g i o r e du c t i o n o f G i a r d i a m u r i s o r G i a r d i a l a m b l i a c y s t s , a n d 3 l o g i o r e d u c t i o n o f
4 - 6 |j ,m s p h e r e s w h e n fi l t r a t i o n i s i n c l u d e d i n t h e t r e a t m e n t c h a i n . T h e s t a n d a r d s a l s o r e q u i r e t h e
c h e m i c a l c o n c e n t r a t i o n o f d i s i n f e c t a n t s t o b e b e l o w t h e N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g W a t e r
M a x im u m C o n t a m i n a n t L e v e l . T h o u g h a s e c o n d a r y d i s i n f e c t a n t i n t e n d e d t o m a i n t a i n t h e
m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f s t o r e d d r i n k i n g w a t e r w o u l d n o t n e c e s s a r i l y b e r e q u i r e d t o m e e t t h e
a b o v e p e r f o r m a n c e t a r g e t s , t h e s t a n d a r d s s h o u l d b e c o n s i d e r e d d u r i n g t h e d e v e l o pm e n t a n d
t e s t i n g o f t h e d i s i n f e c t a n t .
A n o t h e r r e l e v a n t s e t o f g u i d e l i n e s g o v e r n i n g i n t e r n a t i o n a l p e r f o r m a n c e e v a l u a t i o n o f P O U w a t e r
t r e a t m e n t t e c h n o l o g i e s h a v e b e e n d e v e l o p e d b y th e W H O
^ ^
T h e g u i d e l i n e s d e s c r i b e h o w
q u a n t i t a t i v e m i c r o b i a l r i s k a s s e s s m e n t ( QM RA ) m o d e l s c a n b e d e v e l o p e d f r o m h e a l t h - b a s e d
t a r g e t s s u c h a s r e d u c t i o n s i n D i s a b i l i t y A dj u s t e d L i f e Y e a r s (D A L Y s ) a n d h o w t h e s e m o d e l s c a n
b e u s e d t o d e t e r m i n e a c c e p t a b l e m i c r o b i a l r e d u c t i o n r e q u i r e m e n t s f o r P O U t e c h n o l o g i e s . W i t h
t h i s a p p r o a c h , P O U t e c h n o l o g i e s c a n b e c l a s s i fi e d a s
"
h i g h l y p r o t e c t i v e
"
,
"
p r o t e c t i v e
"
,
a n d
"
m i n im a l l y p r o t e c t i v e
"
i f t h e y a r e a b l e t o a c h i e v e s p e c i fi c l o g i c r e du c d o n s o f C j ej u n i ( 1 p e r
l i t e r ) , C r y p t o sp o r i d i u m (0 1 p e r l i t e r ) , a n d r o t a v i r u s ( 1 p e r l i t e r ) i n u n t r e a t e d w a t e r T h i s g r a d i n g
1 1
s y s t e m i s u s e f u l f o r i d e n t i fy i n g m i c r o b i a l p e r f o r m a n c e t a r g e t s du r i n g t h e d e v e l o p m e n t o f
s e c o n d a r y d i s i n f e c t a n t s b e c a u s e t h e t e c h n o l o g i e s m i g h t o n l y n e e d t o b e c l a s s i f i e d a s
"
p r o t e c t i v e
"
o r e v e n
"
m in im a l l y p r o t e c t i v e
" i n o r d e r t o m a i n t a i n t h e m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f s t o r e d
d r i n k i n g w a t e r .
2 . 2 . 3 . 2 D i s i n f e c t i o n w i t h H e a v y M e t a l s
O f a l l t h e h e a v y m e t a l s , s i l v e r h a s r e c e i v e d t h e m o s t a t t e n t i o n i n t h e l i t e r a t u r e a s a d r i n k i n g w a t e r
d i s i n f e c t a n t a n d h a s e v e n s e e n w i d e s p r e a d u s e i n E u r o p e a n m u n i c i p a l d r i n k in g w a t e r t r e a t m e n t
f a c i h t i e s
^ ^
. C o m p r e h e n s i v e r e v i e w s o f d i s i n f e c t i o n w i t h s i l v e r a r e a v a i l a b l e
^ ' '^ ^ ^
a n d e x t e n s i v e
S t u d i e s o n t h e e f f i c a c y o f s i l v e r i n w a t e r f o r i n a c t i v a t i n g E c o l i h a v e b e e n p u b l i s h e d
'
.
Wh u r m a n n a n d Z o b r i s t w e r e a b l e t o d e m o n s t r a t e t h a t t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s o f E c o l i w i t h
s i l v e r (I I ) f o l l o w f i r s t - o r d e r k i n e t i c s t h a t a r e c o m p a t i b l e w i t h t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l u n d e r
s p e c i f i c t e s t c o n d i t i o n s
' ^
.
T h e b o d y o f k n o w l e d g e s u r r o u n d i n g t h e u s e o f c o p p e r a s a d i s i n f e c t a n t i s l e s s s y s t e m a t i c a n d
m o r e f r a g m e n t e d . E a r l y s t u d i e s o n t h e b a c t e r i c i d a l p r o p e r t i e s o f c o p p e r w e r e l a r g e l y m o t i v a t e d
b y i t s p o t e n t i a l a s a n a l g a e c i d e , t h o u gh s o m e i n t e r e s t i n u s i n g c o p p e r s u l p h a t e a s a d r i n k i n g w a t e r
d i s i n f e c t a n t w a s s h o w n a t t h e t u r n o f t h e 2 0
*
c e n t u r y
' ^
. Se m m e r a n d K r aj e w s k i o b s e r v e d d e a t h
o f s e p t i c b a c t e r i a i n a 1 0 p e r c e n t s o l u t i o n o f c o p p e r s u l p h a t e i n w a t e r
^ ''
a n d G r e e n r e p o r t e d t h a t a
2 . 5 p e r c e n t s o lu t i o n o f c o p p e r s u l p h a t e w a s n e c e s s a r y t o k i l l B a c i l l u s ty p h i i n l e s s t h a n 2 4 h o u r s
o f c o n t a c t t im e
^ '
L a t e r
,
t h e A m e r i c a n P u b l i c H e a l t h A s s o c i a t i o n ' s C o m m i t t e e o n D i s i n f e c t i o n
r e p o r t e d th a t V i b r i o c h o l e r a e w a s i n h i b i t e d in a s l o w a s a 0 . 2 p e r c e n t s o l u t i o n o f c o p p e r s u l p h a t e
i n s u r f a c e w a t e r a n d B ty p h i w a s i n h i b i t e d i n a 0 5 p e r c e n t s o l u t i o n o f t h e s a m e
*' ^
w h i l e I s r a e l
a n d K l i n g m a n r e p o r t e d t h a t i n fi n i t e s im a l a m o u n t s o f c o p p e r i n c o l l o i d a l s o l u t i o n w e r e f a t a l t o V .
12
c h o l e r a e
,
B ty p h i , a n d B a c i l l u s c o l i
^ ^
T h e s e s t u d i e s w e r e a l l c o n d u c t e d i n t e s t w a t e r s t h a t w e r e
i n t e n d e d t o m o d e l n a t u r a l w a t e r s . M o o r e f o l l o w e d b y s h o w i n g t h a t B ty p h i w a s m o r e s e n s i t i v e t o
c o p p e r s u l p h a t e t h a n B c o l i , r e p o r t i n g t h a t a s o l u t i o n o f 0 . 0 0 1 p e r c e n t w a s s u f f i c i e n t t o a c h i e v e
a p p r e c i a b l e r e du c t i o n s i n B . ty p h i i n 3 h o u r s .
^ "^ M o r e r e c e n t l y , t h e i n a c t i v a t i o n a b i l i t i e s o f f r e e
c o p p e r a t a d o s e o f 5 m g / L o n s e w a g e b a c t e r i a h a v e b e e n c o m p a r e d t o t h a t o f s e v e r a l c o m m e r c i a l
s w im m i n g p o o l a l g a e c i d e s
^ ^
. T h u r m a n a n d G e r b a p r o v i d e a t h o r o u g h r e v i e w o f a l l w o r k r e l a t e d
t o d i s i n f e c t i o n w i t h c o p p e r i o n s c o m p l e t e d b e f o r e 19 8 9
^ ^
. C o p p e r i o n s , i n t h e f o r m o f c o p p e r (I I )
c h l o r i d e h a v e b e e n t e s t e d a n d s h o w n t o h a v e s o m e p o t e n t i a l t o i n a c t i v a t e M S- 2 c o l i p h a g e
' ' ^
,
E s c h e r i c h i a c o l f ^
,
a n d L e g i o n e l l a p n e u m o p h i l a
^ ^
. T h e r e d u c t i o n k i n e t i c s o f c o p p e r (I I ) w e r e n o t
c h a r a c t e ri z e d i n t h e s e s t u d i e s
2 . 2 3 3 C o p p e r - Si l v e r I o n i z a t i o n
D i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s i n v o l v i n g h e a v y m e t a l s t e n d t o r e q u i r e l o n g e r c o n t a c t t i m e s a n d h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s t h a n o t h e r w i d e l y u s e d w a t e r d i s i n f e c t a n t s r e l y i n g o n o x i d a t i o n p r o c e s s e s s u c h a s
f r e e c h l o r i n e . T h e n e e d f o r l o n g e r c o n t a c t t im e s m a k e s t h e s e m e t a l d i s i n f e c t a n t s l a r g e l y
u n f e a s ib l e f o r m o s t m u n i c i p a l t r e a t m e n t a p p l i c a t i o n s b e c a u s e t h e r e q u i r e d c o n t a c t t im e c a n n o t b e
l o n g e r t h a n t h e t i m e i t t a k e s f o r t h e d i s i n f e c t e d w a t e r t o r e a c h t h e fi r s t c o n s u m e r i n t h e
d i s t ri b u t i o n s y s t e m . H o w e v e r , r e c e n t r e s e a r c h f o c u s i n g o n s y n e r g i s t i c e f f e c t s o f m e t a l s a n d o t h e r
c h e m i c a l s
,
t h a t i s t h e p h e n o m e n o n w h e r e t h e i n a c t i v a t i o n o f a n o r g a n i s m b y tw o c h e m i c a l s i s
g r e a t e r t h a n t h a t o f t h e s u m o f t h e c h e m i c a l s i n d i v i d u a l l y , h a s r a i s e d s o m e i n t e r e s t i n th e
p o t e n t i a l o f m e t a l s a s dr i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t a n t s , e s p e c i a l l y i n s t o r e d w a t e r . C o m b i n a t i o n s o f
c o p p e r a n d o t h e r d i s i n f e c t a n t s s u c h a s c o m b i n e d c h l o ri n e
^ °
,
s i lv e r
^ '
'
^ ^
'
^ ^
a n d m u l t i p l e
d i s i n f e c t a n t s s im u l t a n e o u s l y
^ ' *
'
' ^
'
^ ^
o n v a r i o u s o r g a n i s m s h a v e b e e n s t u d i e d .
1 3
T h e d i s i n f e c t i o n s y n e r g y b e t w e e n c o p p e r a n d s i l v e r i o n s h a s l e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f a m o d e m
d i s i n f e c t i o n p r o c e s s k n o w n a s c o p p e r - s i l v e r i o n i z a t i o n . T h e t e c h n o l o g y , w h i c h u t i l i z e s e l e c t r i c
c u r r e n t s t o r e l e a s e c o p p e r a n d s i l v e r i o n s i n t o w a t e r a t a c o n t r o l l e d r a t e , h a s b e e n u s e d i n a
v a r i e t y o f a p p l i c a t i o n s . C o p p e r
- s i l v e r i o n i z a t i o n h a s b e e n c h a r a c t e r i z e d f o r u s e i n dr i n k i n g w a t e r
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d i s t r i b u t i o n s y s t e m s a s a m e a n s o f r e g u l a t in g t h e g r o w t h o f b a c t e r i a i n b i o f i lm s o n p i p e w a l l s ,
w h e r e c o p p e r a n d s i l v e r i o n s i n c o n c e n t r a t i o n s a s l o w a s 0 . 2 a n d 0 . 0 3 m g / L h a s b e e n s h o w n t o b e
e f f e c t i v e a t i n h i b i t i n g L e g i o n e l l a g r o w t h i n b i o f i lm s
' '
. T h e t e c h n o l o g y h a s a l s o b e e n u s e d t o
d i s i n f e c t s w im m i n g p o o l s , h o t w a t e r s y s t e m s i n h o s p i t a l s
'
a n d c o o l i n g t o w e r s
'
, a n d w a s
e v e n a d o p t e d b y N A SA a s a m e t h o d f o r d i s i n f e c t i n g w a t e r o n t h e A p o l l o s p a c e s h u t t l e
^ *
.
2 . 2 . 3 4 C o p p e r St o r a g e V e s s e l s
W a t e r h a s b e e n s t o r e d i n c o p p e r p o t s f o r c e n t u r i e s a s a n c i e n t c u l t u r e s r e c o g n i z e d a d e c r e a s e d r a t e
o f d i s e a s e a m o n g p e o p l e w h o dr a n k w a t e r t h a t h a d b e e n i n c o n t a c t w i t h th e m e t a l . T h e r e i s m u c h
e v i d e n c e t h a t s u b m e r g e d z e r o - v a l e n t m e t a l s w i l l c o r r o d e a n d d i s s o l v e i o n s in t o w a t e r a t a
c o n c e n t r a t i o n t h a t w i l l b e f a t a l t o w a t e r b o m e p a t h o g e n s . I n f a c t , t h e d i s i n f e c t i o n o f w a t e r t h a t h a s
b e e n s t o r e d i n m e t a l c o n t a i n e r s w a s d o c u m e n t e d a s e a r l y a s 19 0 5 , w h e n t h e U . S . G e o l o g i c a l
Su r v e y c o m m i s s i o n e d a s t u d y i n t o t h e i n a c t i v a t i o n o f Sa lm o n e l l a ty p h i i n c o p p e r c a n t e e n s u s e d
b y A m e r i c a n s o l d i e r s
^ ^
. M o r e r e c e n t ly , a p p r e c i a b l e r e d u c t i o n s o f E s c h e r i c h i a c o l i i n w a t e r s t o r e d
i n t r a d i t i o n a l b r a s s p o t s v e r s u s w a t e r s t o r e d i n e a r t h e n p o t s h a v e b e e n o b s e r v e d
^ ^
. I n a c t i v a t i o n o f
E c o l i
.
Sa lm o n e l l a ty p h i , a n d V i b r i o c h o l e r a e i n w a t e r t h a t w a s b o t h s t o r e d i n c o p p e r p o t s a n d i n
c o n t a c t w i t h a c o p p e r c o i l im m e r s e d i n s t o r e d h a s a l s o b e e n r e p o r t e d
^ ^
. I n a d d i t i o n
,
r e t a r d e d
g r o w t h a n d a t t a c h m e n t o f b i o f i lm b a c t e r i a o n t h e s u r f a c e o f s t e e l w a t e r s t o r a g e c o n t a i n e r s h a s
b e e n o b s e r v e d . T h i s e v i d e n c e i n d i c a t e s t h a t c e r t a i n m a t e r i a l s
,
w h e n i n c o r p o r a t e d i n t o w a t e r
s t o r a g e v e s s e l s , c a n a c t a s a p r o t e c t i v e b a r r i e r a g a i n s t r e c o n t a m in a t i o n a n d r e - gr o w th . H o w e v e r ,
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i t h a s a l s o b e e n s h o w n t h a t t h e a b i U t y o f c o p p e r t o m a i n t a i n t h e m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f w a t e r
i s d im i n i s h e d i n w a t e r s w i t h n e u t r a l p H , h i gh c o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d o r g a n i c a n d i n o r g a n i c
c o n s t i t u e n t s
,
a n d l o w t e m p e r a t u r e
^ ^
'
^ ^
. T h e r e a s o n s f o r t h e s e t r e n d s a r e d i s c u s s e d i n s e c t i o n 2 . 3 2
o f t h i s r e p o r t .
2 . 3 C O P P E R S P E C I A T I ON A N D S O L U B I L I T Y
2 . 3 . 1 S p e c i a t i o n o f D i s s o l v e d C o p p e r i n N a t u r a l W a t e r s
T h e s p e c i a t i o n o f m e t a l s h a s a p r o fo u n d e f fe c t o n t h e i r p h y s i c a l a n d c h e m i c a l b e h a v i o r , t h e i r
b i o a v a i l a b i l i t y , a n d t h e i r t o x i c i t y
^ ^
C o p p e r i n n a t u r a l w a t e r s i s p r e s e n t i n p a r t i c u l a t e , c o l l o i d a l ,
a n d d i s s o l v e d f o r m s . T h e r e f o r e
,
t h e t o t a l a m o u n t o f c o p p e r w i t h i n a w a t e r s y s t e m , [t o t C u ] , c a n
b e d e fi n e d a s t h e s u m o f t h e t h r e e f o r m s :
[to / C w ] = [p a r t C u j + [c o l l C u \ + [d i s s C u ]
T h e d i s s o l v e d f r a c t i o n i s o f p r i m a r y c o n c e r n w i t h r e g a r d s t o m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n a n d t o x i c i t y
b e c a u s e p a r t i c u l a t e a n d c o l l o i d a l c o p p e r a r e n o t c o n s i d e r e d t o b e r e a d i l y b i o a v a i l a b l e .
F u r t h e r m o r e
,
v a r i o u s d i s s o l v e d o r g a n i c a n d i n o r g a n i c s p e c i e s f o u n d i n n a t u r a l w a t e r s t e n d t o a c t
a s l i g a n d s a n d f o r m s o l u b l e c o m p l e x e s w i t h d i s s o l v e d c o p p e r
^ ' *
s u c h t h a t o n l y a p o r t i o n o f t h e
d i s s o l v e d f r a c t i o n e x i s t s a s fi - e e m e t a l i o n s , w h i c h a r e t h o u g h t t o b e t h e m o s t t o x i c t o
m i c r o o r g a n i s m s . P h o s p h a t e s , c a l c i u m , c h l o r i d e s , s u l fi d e s , a n d o r g a n i c m a t e r i a l h a v e b e e n s h o w n
t o r e d u c e t h e p r o p o r t i o n o f d i s s o l v e d c o p p e r t h a t e x i s t s a s f r e e m e t a l i o n s a n d t o s l o w
d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s .
^ ^
T h e t o t a l c o n c e n t r a t i o n o f d i s s o l v e d c o p p e r i n t h e n a t u r a l e n v i r o n m e n t
c a n t h u s b e d e s c ri b e d b y t h e m a s s b a l a n c e e q u a t i o n :
[d i s s C u ] = [C u HD ] + 2 il^U L 'J C u {I I ) ])+ 2 (PU [X j [C u { I D ])+ 2
^
P
'
c . o H l C u { i r )f
M
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w h e r e , [ d i s s C u ] i s t h e d i s s o l v e d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n i n c l u d i n g f r e e i o n i c c o p p e r [ C u ( I I ) ] a n d
c o p p e r b o u n d w i t h o r g a n i c a n d i n o r g a n i c s p e c i e s /8 ,^ ^ ^ a n d fi
'
^^ ^^ ^ a r e s t
a b i l i t y c o n s t a n t s f o r
o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c o p p e r - l i g a n d c o m p l e x e s , r e s p e c t i v e l y . ^ c « o / / * ^ t h e s t a b i l i t y c o n s t a n t t h a t
a c c o u n t s f o r c o p p e r b o u n d t o h y d r o x i d e a n i o n s . [L ,
'
] r e p r e s e n t s t h e c o n c e n t r a t i o n o f u n b o u n d
o r g a n i c l i g a n d s i t e s i n s o l u t i o n a n d [X , ] r e p r e s e n t s t h e c o n c e n t r a t i o n s o f i n o r g a n i c s p e c i e s
a v a i l a b l e t o b i n d c o p p e r . T h e s t a b i l i t y c o n s t a n t s f o r c o p p e r w i t h c o m m o n i n o r g a n i c l i g a n d s a r e
p u b l i s h e d i n t h e l i t e r a t u r e , b u t t h e o r g a n i c p a r am e t e r s jS^^ ^ a n d [L
'
] a r e d i f f i c u lt t o c h a r a c t e r i z e
i n n a t u r a l s y s t em s a n d a r e t h e r e f o r e m o r e o r l e s s t h e o r e t i c a l . T h o u g h th e s e t e r m s a r e im p o r t a n t
b e c a u s e o f t h e p r o p e n s i t y o f n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r t o b i n d c o p p e r , t h e y c a n n o t f e a s i b ly b e
i n c o r p o r a t e d i n t o s p e c i a t i o n c a l c u l a t i o n s f o r c o p p e r .
T h e c o n c e n t r a t i o n o f f r e e c o p p e r i o n s i n a f u n d a m e n t a l h e a v y m e t a l d e m a n d - f r e e s y s t e m c a n b e
a p p r o x i m a t e d a s :
[C w (/ / )] = - [d i s s C u ] + [C u C O ; ] + \c u {C O . )]
' ] + [C M (/ / C 0 3 )i + [C u OH ] + [c w (0 / / )3
'
]+
\c u {O H )
-
^]
T h u s
, [C u (I I )] v a r i e s w i t h p H b e c a u s e i t i s d e p e n d e n t o n c o n s t i t u e n t s t h a t c o n t a i n c a r b o n a t e a n d
h y dr o x i d e . T h e t h e o r e t i c a l c o n c e n t r a t i o n o f e a c h c o n s t i t u e n t c a n b e c a l c u l a t e d a t a n y p H w h e n
t h e t o t a l a m o u n t s o f c a r b o n a t e a n d c o p p e r i n t h e s y s t e m a t e q u i l ib r i u m a r e k n o w n . I n t h i s
m a n n e r , a s o lu b i h t y d i a g r a m c a n b e g e n e r a t e d t o s h o w t h e e f fe c t t h a t p H h a s o n t h e s p e c i a t i o n o f
c o p p e r c o n s t i t u e n t s . F i g u r e 1 s h o w s a s o l u b i l i t y d i a g r a m f o r c o p p e r (I I ) t h a t w a s t a k e n f r o m
St u m m a n d M o r g a n . T h e a r e a a b o v e t h e h a s h e d l i n e s i n t h e f i g u r e r e p r e s e n t s p r e c i p i t a t e d
s p e c i e s . O f p a r t i c u l a r i n t e r e s t i s t h e l i n e s h o w i n g [C u (I I )] (o r
" C u ^
* "
i n th e fi g u r e ) . F o r t h e
a m o u n t o f [ d i s s C u ] u p o n w h i c h t h e f i g u r e i s b a s e d , i t c a n b e s e e n t h a t [ C u (I I ) ] p r e c i p i t a t e s a s
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m a l a c h i t e w h e n p H i s l e s s t h a n 6 a n d i s p r e s e n t a t v e r y l o w c o n c e n t r a t i o n s ( < 1 0
^ M ) a t p H v a l u e s
g r e a t e r t h a n 7 5 T h i s i s l i k e l y t h e r e a s o n w h y d i s i n f e c t i o n w i t h c o p p e r h a s b e e n r e p o r t e d t o b e
i n e f f e c t i v e a t e x t r e m e p H v a l u e s
^ '
'
^ ^
.
- O j OH
'^ \
3
U
2 6
8
10
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^
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F i g u r e 1 : S o l u b i l i t y d i a g r a m f o r C u ( I I ) {S o u r c e : S t u m m a n d M o r g a n 19 9 6
"
)
2
. 3 . 2 C o r r o s i o n o f Z e r o - V a l e n t C o p p e r
P a r t i c u l a t e
,
o r z e r o - v a l e n t
,
c o p p e r , h a s t h e t e n d e n c y t o c o r r o d e i n n a t u r a l w a t e r s
' ° °
. C o r r o s i o n i s
a n e l e c t r o c h e m i c a l p r o c e s s i n w h i c h z e r o - v a l e n t m e t a l i s c o n v e r t e d t o a n o x i d i z e d s p e c i e s . W h e n
s o l i d c o p p e r i s im m e r s e d i n w a t e r , v a r i o u s o x i d i z e d s p e c i e s w i l l t e n d t o f o r m a t h i c k s c a l e o n i t s
s u r f a c e
' " '
. D i s s o l u t i o n p r o c e s s e s , w h i c h a r e s i g n i f i c a n t l y a f f e c t e d b y t h e t h i c k n e s s o f t h e s c a l e a s
w e l l a s t h e t e m p e r a t u r e a n d c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f t h e w a t e r
,
w i l l t h e n c o n t r o l t h e r a t e o f
17
r e l e a s e o f f r e e c o p p e r i o n s f r o m t h e s e c o r r o s i o n b y p r o d u c t s . S i n c e m i c r o b i a l r e d u c t i o n s a r e
d i r e c t l y p r o p o r t i o n a l t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f m e t a l i o n s p r e s e n t i n t h e w a t e r , t h e d i s i n f e c t i o n
e f f i c a c y o f z e r o - v a l e n t c o p p e r i s r e d u c e d w h e n t h i c k s c a l e s , o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c o n s t i t u e n t s ,
h i gh p H a n d l o w t e m p e r a t u r e d e c r e a s e t h e d i s s o l u t i o n r a t e o f s u r f a c e s c a l e s . T h e r e f o r e , i t i s
l i k e l y t h a t t h e d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e o f p a r t i c u l a t e m e t a l d e c l i n e s r a p i d l y o v e r t im e a s a r e s u l t
o f c o r r o s i o n a n d s u b s e q u e n t d e p o s i t i o n o f c h e m i c a l a n d b i o l o g i c a l f i lm s .
2 . 4 C O P P E R T OX I C I T Y
2 . 4 . 1 M e c h a n i s m s o f M i c r o b i a l I n a c t i v a t i o n
T h o u g h a n u m b e r o f h y p o t h e s e s h a v e b e e n m a d e , r e l a t i v e l y l i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e d i r e c t
m e c h a n i s m s o f m i c r o b i a l i n j u r y i n w a t e r du e t o c o p p e r . C o p p e r i s a n i n t e g r a l c o m p o n e n t o f
m a n y m e t a b o l i c p a t h w a y s a n d i s i n m a n y w a y s b e n e f i c i a l t o c e l l s I n w a r d t r a n s p o r t a c r o s s t h e
p l a s m a m e m b r a n e a p p e a r s t o b e r e g u l a t e d b y m e m b r a n e c h a n n e l p r o t e i n s t h a t s e l e c t c o p p e r i o n s
f o r p a s s a g e . U n d e r c e r t a i n c o n d i t i o n s , A T P a s e e n z y m e s c a t a l y z e e it h e r t h e t r a n s f e r a n d
i n c o r p o r a t i o n o f c o p p e r i n t o o r t h e e x p u l s i o n o f i t f r o m t h e c e l l .
* ° ^
T h u r m a n a n d G e r b a p r o v i d e a
t h o r o u g h r e v i e w o f t h e l i t e r a t u r e r e l a t i n g t o t h e m e c h a n i s m s o f c o p p e r a n d s i l v e r d i s i n f e c t i o n
' ^ ^
.
T h e o b s e r v a t i o n t h a t i n j u r e d E c o l i c e l l s u t i l i z e f e r m e n t a t i o n p a t h w a y s d u r i n g r e c o v e r y fi r s t
in d i c a t e d t h a t c o p p e r m a y a t t a c k r e s p i r a t o r y e n z y m e s i n b a c t e r i a l c e l l m e m b r a n e s
' *' ' '
. H e a v y
m e t a l s h a v e s i n c e b e e n s h o w n t o a l s o d i s r u p t e n z y m e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n
' ° ^
, a n d n u m e r o u s
a t t e m p t s h a v e b e e n m a d e t o i d e n t i f y m e c h a n i s m s o f c o p p e r a n d n u c l e i c a c i d r e a c t i v i t y
' ° * '
. O t h e r
s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h a t c o p p e r i o n s m a y h a v e v a r y i n g e f f e c t s o n c y a n o b a c t e r i a , s u c h a s
i n h i b it i o n o f C O 2 fi x a t i o n a n d P SI I a c t i v i t y
" ' ^
,
i n h i b i t i o n o f n i t r a t e u p t a k e a n d s y n t h e s i s o f n i t r a t e
r e d u c t a s e
' ^ ^
,
a n d c h a n g e s i n c e l l v o l u m e
' ° ^
.
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Si n c e v i r u s e s a r e n o t m e t a b o l i c a l l y a c t i v e w h e n t h e y a r e o u t s i d e o f a h o s t c e l l , i t i s n o t l i k e l y t h a t
i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s w i t h h e a v y m e t a l s p r o c e e d s v i a a m e c h a n i s m t h a t in v o l v e s a m e t a b o l i c
p r o c e s s . R a t h e r , t h e p r o c e s s m u s t p r e v e n t t h e v i r u s fr o m r e p r o d u c i n g , e i t h e r b y b l o c k i n g o r
d e s t r o y i n g h o s t - c e l l r e c e p t o r s o n t h e v i r u s o r i n a c t i v a t i n g t h e n u c l e i c a c i d w i t h i n t h e v i r a l
c a p s i d
' ' °
. D a u n e r e p o r t e d t h a t v i r a l R N A , t R N A , a n d r R N A a r e d e g r a d e d i n t h e p r e s e n c e o f
h e a v y m e t a l i o n s
' ' ^
I t i s l i k e l y t h a t b a c t e r i a a r e a b l e t o d e v e l o p c h r o m o s o m a l a n d p l a s m i d c o p p e r
- r e s i s t a n c e s y s t e m s
I n f a c t
,
t h e m e c h a n i s m s o f m i c r o b i a l r e s i s t a n c e t o c o p p e r i o n s h a v e s t a r t e d t o b e u n d e r s t o o d a t
t h e m o l e c u l a r l e v e l . B a c t e r i a l m e c h a n i s m s o f c o p p e r r e s i s t a n c e a r e l i k e l y r e l a t e d t o r e d u c e d
c o p p e r t r a n s p o r t , e n h a n c e d e f f l u x o f c u p r i c i o n s , o r c o p p e r c o m p l e x a t i o n b y c e l l c o m p o n e n t s .
X a n t h o m o n a s c a mp e s t r is a n d P s e u d o m o n a s s y r i n g a e h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s h a v i n g a c o p p e r
r e s i s t a n c e g e n e
" ^
'
" '
'^
' ' ^
2 . 4 . 2 G u i d e l i n e V a l u e s
L ik e m o s t t r a c e m e t a l s
,
c o p p e r i s a n e s s e n t i a l n u t r i e n t a t l o w c o n c e n t r a t i o n s a n d a d r i n k i n g - w a t e r
c o n t a m i n a n t a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s . H i g h c o p p e r i n t a k e c a n r e s u l t i n s e v e r e g a s t r o i n t e s t i n a l
d i s e a s e . T h e r e f o r e
,
t h e WH O a n d t h e U . S . E P A h a v e s e t g u i d e l i n e l im i t a t i o n s f o r c o p p e r i n
t r e a t e d w a t e r o f 2 a n d 1. 3 m g / L , r e s p e c t i v e l y
" *'
'
" '
. C o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d c o p p e r t h a t
r e m a i n b e l o w t h e s e gu i d e l i n e v a l u e s c a n b e c o n s i d e r e d t o h a v e n o t o x i c e f f e c t s o n t h e c o n s u m e r ,
a n d e v e n m i g h t b e a s s o c i a t e d w i t h s o m e h e a l t h b e n e f i t s . F o o d a n d w a t e r a r e t h e p r i m a r y s o u r c e s
o f c o p p e r e x p o s u r e i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s . H o w e v e r , c o n s u m p t i o n o f w a t e r t h a t h a s h i g h c o p p e r
c o n t e n t c o n s i d e r a b l y i n c r e a s e s t o t a l d a i l y c o p p e r e x p o s u r e . I n m o s t c a s e s w h e r e c o p p e r p lu m b i n g
i s u s e d i n a d i s t r i b u t i o n s y s t e m , c o n c e n t r a t i o n s o f c o p p e r w i l l b e b e l o w t h e g u i d e l i n e v a l u e .
H o w e v e r , t h e u s e o f c o p p e r a s a d i s in f e c t a n t m a y n o t b e a d v i s a b l e i f t h e w a t e r i s v e r y a c i d i c o r
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h a s h i gh c a r b o n a t e c o n t e n t . T h e fr e e c o p p e r i n s o l u t i o n w i l l t e n d t o p r e c i p i t a t e o u t a s m a l a c h i t e
a t l o w p H a n d t h e c a r b o n a t e s p e c i e s w i l l d o m i n a t e t h e s o l u b i l i t y
-
o f c o p p e r i f t h e c a r b o n a t e
c o n t e n t i s h i g h . S e e s e c t i o n 2 . 3 . 1 f o r m o r e d e t a i l e d d i s c u s s i o n o n c o p p e r s p e c i a t i o n .
2 . 5 D I SI N F E C T I ON K I N E T I CS
2 . 5 . 1 C h i c k - W a t s o n K i n e t i c s
H a r r i e t C h i c k w a s t h e fi r s t t o s u g g e s t t h a t t h e r e a c t i o n b e t w e e n m i c r o o r g a n i s m s a n d d i s i n f e c t a n t
b e c o n s i d e r e d t o h a v e t h e c h a r a c t e r i s t i c s o f a fi r s t - o r d e r c h e m i c a l r e a c t i o n
" ^
. T h e f o l l o w i n g r a t e
l a w d e s c r i b e s s u c h a r e a c t i o n :
d t
w h e r e A ' i s t h e n u m b e r o f s u r v i v o r s
,
k i s t h e r e a c t i o n r a t e c o n s t a n t
,
a n d C i s t h e c o n c e n t r a t i o n
o f t h e d i s i n f e c t a n t . I n t e g r a t i o n o f t h i s r a t e l a w y i e l d s a fi r s t - o r d e r e x p o n e n t i a l d e c a y r e l a t i o n s h i p
b e t w e e n t h e s u r v i v a l r a t i o — a n d c o n t a c t t im e t :
= - k C t
0 /
H e r b e r t W a t s o n p r o p o s e d t h a t a n e m p i r i c a l p a r a m e t e r n , c a l l e d t h e c o e f fi c i e n t o f d i l u t i o n , b e
i n c l u d e d i n t h e C h i c k r e l a t i o n s h i p i n o r d e r t o a c c o u n t f o r t h e e f f e c t o f d i f f e r e n t d i s i n f e c t a n t
c o n c e n t r a t i o n s
" ^
. T h e s u b s e q u e n t d e s c r i p t i o n o f i n a c t i v a t i o n b e c a m e k n o w n a s t h e Ch i c k -
W a t s o n m o d e l :
( n ]
In — = - k C " t
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w h e r e t h e r a t e c o n s t a n t c o r r e s p o n d s t o a s p e c i fi c m i c r o o r g a n i s m a n d s e t o f e x p e r i m e n t a l
c o n d i t i o n s . W h e n t h e c o e f f i c i e n t o f d i l u t i o n i s e q u a l t o o n e , t h e r e a c t i o n i s s a i d t o f o l l o w
e x p o n e n t i a l k i n e t i c s a n d t h e p l o t o f I n
/ A r \
v e r s u s t i s l i n e a r . I n a d d i t i o n , t h e m a t h e m a t i c a l
p r o d u c t o f C a n d t r e m a i n s c o n s t a n t r e g a r d l e s s o f d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n . A n u m b e r o f
d i s i n f e c t a n t s h a v e b e e n s h o w n t o f o l l o w t h e e x p o n e n t i a l k i n e t i c s o f t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l
' ^ °
,
w h i c h m a k e s t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n C a n d t v e r y u s e f u l f o r r e g u l a t o r y a n d d e s i g n p u r p o s e s .
U n d e r t h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e , t h e U . S . E PA p u b l i s h e d v a l u e s f o r t h e m a t h e m a t i c a l
p r o du c t o f d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n a n d c o n t a c t t im e r e q u i r e d t o a c h i e v e a g i v e n r e d u c t i o n o f a
s p e c i fi c o r g a n i s m , k n o w n a s
" C f v a l u e s "
,
t o w h i c h w a t e r s u p p l i e r s a r e r e q u i r e d t o a d h e r e I n
g e n e r a l , e n g i n e e r e d d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s a r e d e s i g n e d a n d c o m p a r e d u s i n g t h e s e C t v a l u e s .
W h e n t h e c o e f fi c i e n t o f d i l u t i o n i s g r e a t e r t h a n o n e , t h e C t v a l u e s r e q u i r e d fo r a s p e c i f i e d l e v e l
o f i n a c t i v a t i o n d e c l i n e a s C i n c r e a s e s . A l t e r n a t i v e l y , w h e n t h e c o e f fi c i e n t o f d i lu t i o n i s l e s s t h a n
o n e
,
t h e C t v a l u e s r e q u i r e d f o r a s p e c i fi e d l e v e l o f i n a c t i v a t i o n d e c l in e a s C i n c r e a s e s a n d t
d e c r e a s e s I n t h e s e c i r c u m s t a n c e s
,
m a n y C t v a l u e s a r e r e q u i r e d i n o r d e r t o a d e q u a t e l y d e s i g n
d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s E s t im a t i o n s o f n a r e o n l y v a l i d i f t h e e x p e r im e n t a l d a t a a r e s h o w n t o
f o l l o w e x p o n e n t i a l k i n e t i c s .
' ^ '
2 . 5 . 2 D e v i a t i o n s f r o m F i r s t - O r d e r K i n e t i c s
T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l o f i n a c t i v a t i o n
,
w h i c h w a s d e r i v e d f r o m a h y p o t h e t i c a l r a t e l a w b a s e d
o n a fi r s t - o r d e r c h e m i c a l r e a c t i o n , i s o f t e n t o o s im p l i s t i c t o a c c u r a t e l y d e s c r i b e t h e m u l t i - h i t ,
m u l t i - s i t e k i l l i n g o f h e t e r o g e n e o u s p o p u l a t i o n s o f c e r t a i n m i c r o o r g a n i s m s . E v e n u n d e r c o n s t a n t
d i s i n f e c t a n t a n d d e m a n d - f r e e c o n d i t i o n s , n o n l i n e a r r e l a t i o n s h i p s k n o w n a s
"
t a i l i n g
"
a n d
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"
s h o u l d e r i n g
"
h a v e b e e n o b s e r v e d in t h e p l o t s o f I n — v e r s u s t f o r a n u m b e r o f d i s i n f e c t a n t s .
T h e s h o u l d e r i n g p h e n o m e n o n h a s b e e n a t t r i b u t e d t o i n a d e q u a t e m i x i n g , d e l a y s i n d i f f u s i o n o f t h e
d i s i n f e c t a n t t o s i t e s o f a c t i o n , a n d m u l t i p l e t a r g e t s n e c e s s a r y f o r i n a c t i v a t i o n .
' ^ ^
T a i l i n g h a s b e e n
a t t r i b u t e d t o a g g r e g a t i o n o f o r g a n i s m s , t h e p r e s e n c e o f d i s t i n c t s u b p o p u l a t i o n s w i t h v a r y i n g
r e s i s t a n c e t o a d i s i n f e c t a n t
,
a n d t h e p r e s e n c e o f d i s t r i b u t e d i n a c t i v a t i o n r e s i s t a n c e w i t h i n o n e
p o p u l a t i o n
^ "
'
^ ^ ^
-
' ^ ^
M a n y a t t e m p t s h a v e b e e n m a d e t o a d a p t t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l a n d t o a r r i v e a t n e w m o d e l s
b a s e d o n e m p i r i c a l e v i d e n c e i n o r d e r t o a c c o u n t f o r t h e s e c o m p l e x p h e n o m e n a . T h e m o s t u s e f u l
e m p i r i c a l g e n e r a l i z a t i o n o f t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l w a s p r o p o s e d b y L e o n a r d H o rn a n d a l l o w s
t h e d e p e n d e n c y o f t im e t o b e a l t e r e d s u c h t h a t t h e i n a c t i v a t i o n r a t e i s e i t h e r a l l o w e d t o s p e e d u p
o r s l o w d o w n . T h o u g h i t i s d i f f i c u l t t o i d e n t i f y a c h e m i c a l o r b i o l o g i c a l b a s i s f o r w h y
d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s w o u l d v a r y w i t h t i m e
' ^ ^
, t h e H o rn m o d e l i s o f t e n u s e d t o d e s c r i b e
i r r e gu l a r i t y i n e x p e r im e n t a l d a t a . T h e H o m m o d e l i s d e fi n e d a s ;
I n
' N ^
\
N
o ;
= - kC
"
f
N ^
T h u s
,
w h e n m i s g r e a t e r t h a n o n e , t h e p l o t o f I n — v e r s u s t d i s p l a y s a n i n i t i a l s h o u l d e r .
A l t e r n a t i v e l y , t h e p l o t d i s p l a y s a t a i l in g - o f f e f f e c t w h e n m i s l e s s t h a n o n e .
O t h e r m o d e l s h a v e c o n s i d e r e d t h e p o s s i b i l i t y t h a t h e t e r o g e n e i t y i n t h e p o p u l a t i o n o f
m i c r o o r g a n i s m s c o u l d l e a d t o t a i l i n g o r s h o u l d e r i n g i n t h e s e m i - l o g i n a c t i v a t i o n c u r v e s
Su b p o p u l a t i o n s o f m i c r o o r g a n i s m s t h a t e x h i b i t v a r y i n g de g r e e s o f r e s i s t a n c e t o t h e d i s i n f e c t a n t
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o r t h a t a r e a g g r e g a t e d i n t o c l u m p s o f d i f f e r e n t s i z e s a r e l i k e l y t o b e i n a c t i v a t e d a t d i f f e r e n t r a t e s .
H i a t t ' ^ ' d e v e l o p e d t h e O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l i n o r d e r t o d e s c r i b e t h i s p h e n o m e n o n :
I n t h i s m o d e l , i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s a r e a s s u m e d t o f o l l o w e x p o n e n t i a l i n a c t i v a t i o n f o r e a c h o f
t w o s u b p o p u l a t i o n s o f p h a g e s w h e r e f ^ a n d f ^ a r e t h e f r a c t i o n s o f t h e t o t a l p o p u l a t i o n t h a t
r e p r e s e n t e a c h s u b p o p u l a t i o n w h e r e f ^ + A = 1• T h e v a r i a b l e s /t , a n d k ^ a r e i n d e p e n d e n t r a t e
c o n s t a n t s c o r r e s p o n d i n g t o e a c h s u b p o p u l a t i o n
O t h e r e m p i r i c a l m o d e l s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o d e s c r i b e i n a c t i v a t i o n t h a t o c c u r s a s a r e s u l t o f
t h e d i s i n f e c t a n t b i n d i n g t o m a n y d i f f e r e n t s i t e s o n t h e o r g a n i s m
' ^ ^
o r t o t h e s a m e s i t e m o r e t h a n
o n c e
' ^ ^
. M o d e l s t h a t a c c o u n t f o r i n a c t i v a t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s i n t h e p r e s e n c e o f d e c r e a s i n g
1 ^ O 1 ^ 1 l ^ 9 1 ^ ^
d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n h a v e a l s o b e e n d e v e l o p e d
' ' ' I t i s s o m e t im e s n e c e s s a r y t o
a c c o u n t f o r m i c r o o r g a n i s m p r o l i f e r a t i o n i n k i n e t i c s m o d e l i n g , w h i c h c o u l d o c c u r a s a r e s u l t o f
c e l l u l a r g r o w t h o r d i s a g g r e g a t i o n o f c l u m p s o f c e l l s d u r i n g t h e d i s i n f e c t i o n p r o c e s s . T h o u g h t h i s
p h e n o m e n o n h a s n o t b e e n w i d e l y i n c o r p o r a t e d i n t o t h e k i n e t i c s m o d e l i n g o f w a t e r d i s i n f e c t a n t s ,
a n u m b e r o f m o d e l s h a v e b e e n d e v e l o p e d t o d e s c r i b e s i m u l t a n e o u s m i c r o b i a l p r o l i f e r a t i o n a n d
i n a c t i v a t i o n du r i n g f o o d p r o c e s s i n g
' ^
'
' ^ ^
. A c o m p r e h e n s i v e r e v i e w o f t h e m o s t p o p u l a r e m p i r i c a l
a n d p r o b a b i l i s t i c k i n e t i c m o d e l s f o r d i s i n f e c t i o n o f d r i n k i n g w a t e r i s a l s o a v a i l a b l e
' ^ ^
.
2 . 6 F E A SI B I L I T Y O F U S I N G I ON I C C O P P E R T O D I SI N F E C T S T O R E D
D R I N KI N G WA TE R
A l t h o u g h a v a s t m a j o r i t y o f t h e w o r l d
'
s p o p u l a t i o n s t o r e s w a t e r f o r t h e p u r p o s e o f c o n s u m p t i o n ,
t h e r e a r e c u r r e n t l y f e w f e a s i b l e a n d u s e r - a c c e p t e d m e th o d s f o r p r o t e c t i n g s t o r e d d r i n k i n g w a t e r
f r o m c o n t a m i n a t i o n . T h i s l i t e r a t u r e r e v i e w h a s d e m o n s t r a t e d a n u m b e r o f t h e b e n e f i t s a n d
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d r a w b a c k s o f u s i n g c o p p e r a s a s e c o n d a r y d i s i n f e c t a n t t o p r o t e c t s t o r e d d r i n k i n g w a t e r f r o m
m i c r o b i a l r e c o n t a m i n a t i o n . H i s t o r i c a l p r o o f o f t h e a p p l i c a b i l i t y o f c o p p e r f o r t r e a t m e n t o f w a t e r
e x i s t s i n a n u m b e r o f c o n t e x t s i n c l u d i n g c o n t r o l o f a l g a l g r o w t h i n s u r f a c e w a t e r s a n d s w i m m i n g
p o o l s , d i s i n f e c t i o n o f s m a l l - s c a l e w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s v i a c o p p e r
- s i l v e r i o n i z a t i o n
,
a n d
c o n t r o l o f b i o f i lm g r o w t h i n d i s t r i b u t i o n s y s t e m s T h e p r im a r y a d v a n t a g e s t o t h e PO U
d i s in f e c t i o n o f c o p p e r a r e t h a t i t i s e f f e c t iv e a t i n a c t i v a t i n g b a c t e r i a a n d v i r u s e s , i t i s p o t e n t i a l ly
l o w - c o s t
,
i t i s e a s y t o d o s e a n d m o n i t o r a t s p e c i f i c c o n c e n t r a t i o n s , a n d i t h a s p o t e n t i a l f o r
s c a l a b i l i t y . C o p p e r d i s i n f e c t i o n b e c o m e s e v e n m o r e a t t r a c t i v e w h e n i t s a d v a n t a g e s o v e r c h l o r i n e
d i s i n f e c t i o n a r e c o n s i d e r e d . C o p p e r d i s i n f e c t i o n o v e r c o m e s t h e t a s t e a n d s m e l l i s s u e s a s s o c i a t e d
w i t h c h l o r i n e t h a t a r e s i g n i fi c a n t i n m a n y c u l t u r e s a r o u n d t h e w o r l d . D i s s o l v e d c o p p e r i s c a p a b l e
o f m a i n t a i n i n g a r e l a t i v e l y c o n s t a n t d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l c o n c e n t r a t i o n a n d i s m o r e s t a b l e i n
w a t e r t h a n t h e c h l o r i n e s p e c i e s t h a t a r e r e s p o n s i b l e f o r d i s i n f e c t i o n .
H o w e v e r
,
t h e r e a r e a n u m b e r o f d r a w b a c k s t o u s i n g c o p p e r t o d i s i n f e c t s t o r e d d r i n k i n g w a t e r .
U n t i l t h i s s t u d y , t h e i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f b o t h b a c t e r i a a n d v i r u s e s w i t h c o p p e r i n t h e s a m e
w a t e r h a d n o t b e e n c h a r a c t e r i z e d . F u r t h e r m o r e
,
i t i s l i k e l y t h a t c o p p e r w i l l p r o v i d e l e s s
p r o t e c t i o n a g a i n s t v i r u s e s a n d p a r a s i t e s a n d w i l l r e q u i r e l o n g e r c o n t a c t t im e s a n d h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n s t h a n t r a d i t i o n a l d i s i n f e c t a n t s t o a c h i e v e s im i l a r i n a c t i v a t i o n o f b a c t e r i a . H o w e v e r
,
s i m i l a r d i f f e r e n c e s i n d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y a g a i n s t t h e s e d i f f e r e n t c l a s s e s o f m i c r o b e s h a v e a l s o
b e e n o b s e r v e d f o r c h l o r i n e a n d o t h e r o x i d a n t d i s i n f e c t a n t s . M o s t im p o r t a n t l y , t h e d i s i n f e c t i o n
p e r f o r m a n c e o f c o p p e r i s a n t i c i p a t e d t o d e c r e a s e s i g n i fi c a n t l y i n w a t e r c o n t a m i n a t e d w i t h
o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c o m p o u n d s a s a r e s u l t o f t h e f o r m a t i o n o f l i g a n d - C u c o m p l e x e s a n d
s i m u l t a n e o u s d e c r e a s e o f f r e e c o p p e r i o n s . A l t h o u g h t h i s i s a s e r i o u s c o n c e r n i n a r e a s w h e r e
s o u r c e w a t e r i s h i g h l y t u r b i d , t h e r e i s s i g n i fi c a n t p o t e n t i a l f o r e n g i n e e r e d s y s t e m s t h a t e n a b l e
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c o p p e r d i s i n f e c t i o n i n t h e p r e s e n c e o f o r g a n i c a n d i n o r g a n i c c o m p o u n d s t o b e d e v e l o p e d ,
e s p e c i a l l y i f w a t e r i s p r e t r e a t e d b y o t h e r p r o c e s s e s p r i o r t o s t o r a g e . E a c h o f t h e s e i s s u e s m u s t b e
a d d r e s s e d w i t h f u r t h e r r e s e a r c h b e f o r e c o p p e r c a n b e r e c o m m e n d e d f o r d i s i n f e c t i o n o f s t o r e d
d r i n k in g w a t e r .
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3 M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
3 . 1 L A B O RA T O R Y ME TH OD S
3 . 1 . 1 S e l e c t i o n o f T e s t O r g a n i s m s
E c o l i B w a s s e l e c t e d a s a t e s t o r g a n i s m b e c a u s e i t i s a w i d e l y u s e d i n d i c a t o r o f f e c a l
c o n t a m i n a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r T h e m i c r o o r g a n i s m i s a g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i u m t h a t i s a
m e m b e r o f t h e c o l i f o r m g r o u p . T h e W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n r e c o m m e n d s t h a t w a t e r i n t e n d e d
f o r h u m a n c o n s u m p t i o n b e f r e e o f E c o l i i n a n y 1 0 0 m L s a m p l e . E c o l i b e e n u s e d i n s e v e r a l
i n v e s t i g a t i o n s w h e r e d i s in f e c t i o n e x p e r i m e n t s h a v e b e e n p e r f o r m e d i n o r d e r t o d e v e l o p C t
v a l u e s
' " ' ^ l
T h o u gh P a e r u g i n o s a h a s o n l y m o d e r a t e h e a l t h s i g n i f i c a n c e , i t w a s s e l e c t e d a s a t e s t o r g a n i s m
b e c a u s e i t h a s r e l a t i v e l y h i g h r e s i s t a n c e t o t r a d i t i o n a l w a t e r d i s i n f e c t a n t s a n d a n t i b i o t i c s a n d i s
1 o g
v i r t u a l l y o m n i p r e s e n t p r e s e n t i n w a t e r s o u r c e s . T h e m i c r o o r g a n i s m i s a r e s i l i e n t , v i g o r o u s a n d
f a s t - s w i m m i n g g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i u m .
M S - 2 c o l i p h a g e , a b a c t e r i o p h a g e t h a t i n f e c t s m a l e - s p e c i f i c (F + ) s t r a i n s o f E c o l i , w a s s e l e c t e d a s
a r e p r e s e n t a t i v e v i r u s f o r t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s . T h e m i c r o o r g a n i s m i s s im i l a r in
s i z e
,
s h a p e , a n d b i o l o g i c a l s t r u c t u r e t o s m a l l , i c o s a h e d r a l , R N A - c o n t a i n i n g d i s e a s e - c a u s i n g
h u m a n v i r u s e s s u c h a s n o r o v i r u s
,
h e p a t i t i s A a n d E v i r u s e s , a s t r o v i r u s e s , a n d e n t e r o v i r u s e s . I t
h a s b e e n u s e d e x t e n s i v e l y a s a s u r r o g a t e f o r t h e b e h a v i o r o f v i r u s e s t h a t c a u s e h u m a n d i a r r h e a l
a n d o t h e r g a s t r o i n t e s t in a l d i s e a s e . T h e a d v a n t a g e o f M S- 2 f o r t h i s t y p e o f t e s t i n g i s t h a t i t c a n b e
p r o d u c e d a n d a s s a y e d m u c h m o r e e a s i l y , q u i c k l y a n d c h e a p l y t h a n h u m a n e n t e r i c v i r u s e s , w h i c h
r e q u ir e m a m m a l i a n c e l l c u l t u r e s y s t e m s a n d l o n g e r a s s a y t im e s .
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3 . 1 . 2 P r e p a r a t i o n o f M i c r o b i a l S t o c k s
E
. c o l i B (A T C C 1 13 0 3 ) a n d P a e r u g i n o s a (A T C C 12 17 5 ) w e r e g r o w n o v e r n i g h t a t 3 7
° C i n
t r y p t i c a s e s o y b r o t h (T S B ) (D i f c o , D e t r o i t , M I ) . V o l u m e s o f 0 . 3 m L a n d 0 . 7 m L o f g l y c e r o l a n d
o v e r n i g h t c u l t u r e , r e s p e c t i v e l y , w e r e a d d e d a s e p t i c a l l y t o 1 m L c a p a c i t y c r y o v i a l s . C r y o v i a l s
w e r e s t o r e d a t - 8 0 ° C u n t i l t h e d a y b e f o r e e a c h b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t .
O n t h e d a y p r i o r t o e a c h b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t , 0 . 5 m L o f f r o z e n E c o l i B a n d P
a e r u g i n o s a s t o c k w a s a d d e d s e p a r a t e l y t o t w o 12 5 m L s t e r i l e s h a k e r f l a s k s c o n t a i n i n g 3 0 m L o f
T S B a n d w a s i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r a t l e a s t 18 h o u r s . O n t h e d ay o f t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n
e x p e r i m e n t , 0 . 3 m L o f t h e o v e r n i g h t E c o l i B a n d P . a e r u g i n o s a c u l t u r e s w a s a d d e d s e p a r a t e l y t o
t w o 12 5 m L s t e r i l e s h a k e r fl a s k s c o n t a i n i n g 3 0 m L T S B a n d w a s i n c u b a t e d a t 3 7
° C f o r 2 h o u r s
u n t i l t h e c u l t u r e s h a d r e a c h e d l o g p h a s e . T h e o p t i c a l d e n s i t y o f e a c h c u l t u r e a t 5 2 0 n m w a s
v e r i fi e d t o b e b e t w e e n 0 . 1 a n d 1 B a c t e r i a l c u l t u r e s w e r e w a s h e d im m e d i a t e l y b e f o r e b a t c h
d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s t o m i n im i z e h e a v y m e t a l d e m a n d b y c e n t r i f u g i n g a t 2 6 0 0x g f o r 2 5
m i n u t e s i n 5 0 m L p o l y p r o p y l e n e v i a l s , d e c a n t i n g t h e l i q u i d l a y e r , a n d r e s u s p e n d i n g t h e p e l l e t s i n
2 5 m L D u l b e c c o
'
s p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (D P B S) . B a c t e r i a l c u l t u r e s w e r e c o v e r e d , l a b e l e d
a n d s t o r e d i n w e t t e d i c e u n t i l t i m e o f e x p e r i m e n t .
M S- 2 c o l i p h a g e s w e r e p r o p a g a t e d b y t h e t o p a g a r d o u b l e l a y e r p l a q u e t e c h n i q u e
^ ' * ' '
. M S- 2 w a s
i n o c u l a t e d i n t o t o p a g a r t u b e s c o n t a i n i n g l o g - p h a s e E c o l i F a m p (A T C C 7 0 0 8 9 1) a n d p o u r e d o n t o
b o t t o m a g a r p l a t e s . P l a t e s e x h i b i t i n g b a c t e r i a l l y s i s w e r e s c r a p e d o f t h e i r t o p a g a r a n d s u s p e n d e d
i n 0 . 5 m L v o l u m e s o f D P B S . C e l l d e b r i s w a s r e m o v e d b y c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n a n d
c e n t r i f u g a t i o n a t 5 0 0 0 x g f o r 1 5 m i n u t e s . R e c o v e r e d c o l i p h a g e p r e p a r a t i o n w a s s t o r e d a t - 8 0
° C
u n t i l u s e .
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O n t h e d a y o f t h e e x p e ri m e n t , f r o z e n M S
- 2 s t o c k w a s d i l u t e d s e r i a l l y 1 0 - f o l d t o 1 0
" " ^
a t a f i n a l
v o l u m e o f 2 0 m L a n d w a s c o v e r e d , l a b e l e d a n d s t o r e d i n w e t t e d i c e u n t i l t i m e o f e x p e ri m e n t .
W h e n s a m p l e s w e r e p r e t r e a t e d t o r e m o v e v i r u s a g g r e g a t e s , t h e f r o z e n s t o c k w a s t h a w e d , d i lu t e d
s e r i a l l y 10 - f o l d t o 1 0
" ^
,
a n d fi l t e r e d t h r o u g h 0 . 2 a n d 0 . 0 8 ^ m p o l y c a r b o n a t e fi l t e r s (N u c l e p o r e )
w h i c h h a d b e e n p r e t r e a t e d w i t h a 0 . 1 % (w t / v o l ) n o n i o n i c d e t e r g e n t s o l u t i o n (T w e e n 8 0 i n
d e i o n i z e d w a t e r ) . T h i s fi l t r a t i o n t r e a t m e n t w a s i n t e n d e d t o p r o d u c e e s s e n t i a l l y m o n o d i s p e r s e d
s t o c k s t h a t w e r e t h e n a d d e d t o t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n r e a c t o r s .
3 . 1 . 3 S e l e c t i o n o f B a c t e r i a l G r o w t h M e d i a
M a c C o n k e y a g a r m e d i u m (B D D i a g n o s t i c s , U S) i s o ft e n u s e d t o g r o w a n d e n u m e r a t e g r a m -
n e g a t i v e b a c t e r i a i n c o m b i n a t i o n w i t h s p r e a d o r p o u r p l a t i n g t e c h n i qu e s . H o w e v e r , it s a b i l i t y t o
g r o w a n d e n u m e r a t e P a e r u g i n o s a i n t h e p r e s e n c e o f E c o l i a s w a s r e q u i r e d i n t h i s s t u dy i s
u n d o c u m e n t e d E x p e ri m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o c o m p a r e t h e a b i l i t y t o e n u m e r a t e m i x t u r e s o f
b o t h E c o l i B a n d P a e r u g i n o s a s e e d e d a t t i t e r s o f 10
^
p e r 10 0 m L i n t o c a r b o n a t e b u f f e r e d t e s t
w a t e r a t p H 7 2 a n d 18
° C b y s p r e a d p l a t e a s s a y o n M a c C o n k e y a g a r m e d i u m a n d m o d i fi e d
P s e u d o m o n a s A g a r B a s e (P A B ) m e d i u m (B D D i a g n o s t i c s , U S)
' ' "
. T h e l a t t e r i s a m e d i u m t h a t
w a s s p e c i a l l y f o r m u l a t e d w i t h n a l i d i x i c a c i d a n d F e S0 4 t o g r o w a n d d i f f e r e n t i a l l y s t a i n P .
a e r u g i n o s a . S am p l e s o f t e s t w a t e r s w e r e o b t a i n e d a t fi v e t i m e p o i n t s o v e r a 6 - h o u r p e r i o d ,
d i lu t e d s e ri a l ly 10 - f o l d t o l O
" ' *
,
a n d a s s a y e d o n b o t h g r o w t h m e d i a b y s p r e a d p l a t i n g 10 0 |x L o f
e a c h d i l u t i o n P a e r u g i n o s a c o l o n i e s w e r e c o u n t e d o n b o t h M a c C o n k e y a n d m o d i fi e d P A B a g a r
p l a t e s . E c o l i B c o l o n i e s w e r e a l s o v i s i b l e a n d d i s t i n g u i s h a b l e f r o m P a e r u g i n o s a o n t h e
M a c C o n k e y a g a r p l a t e s b u t d i d n o t g r o w o n t h e PA B m e d i u m b e c a u s e o f t h e p r e s e n c e o f
n a l i d i x i c a c i d . T h e e x p e r im e n t w a s c a r ri e d o u t t w i c e o n s e p a r a t e d a y s a n d t h e q u a n t i t a t i v e r e s u l t s
w e r e s t a t i s t i c a l l y c o m p a r e d .
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3 . 1 . 4 P r e p a r a t i o n o f T e s t W a t e r s
W a t e r f r o m a c o m m e r c i a l h e a v y m e t a l d e m a n d f r e e (H M D F ) w a t e r d e l i v e r y s y s t e m (D r a c o r I n c . )
w a s u s e d f o r p r e p a r a t i o n o f c o p p e r s o l u t i o n s a n d f o r t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s . T h e
w a t e r d e l i v e r y s y s t e m c o n s i s t e d o f p r e f i l t r a t i o n , g r a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n a d s o r p t i o n , s e ri a l
m i x e d b e d s o f i o n e x c h a n g e r e s i n , a n d a fi n a l b e d o f m a c r o r e t i c u l a r s c a v e n g i n g r e s i n T h e
c a r b o n a t e b u f fe r s y s t e m w a s c h o s e n t o m a i n t a i n t h e c o n s t a n t p H i n a l l b a t c h d i s i n f e c t i o n
e x p e r im e n t s b e c a u s e o f i t s l o w h e a v y m e t a l d e m a n d . O n t h e d a y p r i o r t o e a c h e x p e r im e n t , 0 . 6 3 g
s o d i u m b i c a r b o n a t e w a s a d d e d t o 15 00 m L H M D F w a t e r t o y i e l d t e s t w a t e r b u f f e r e d a t 5 x 10
" ^
M
T O T C O 3 . T e s t w a t e r w a s s t o r e d o v e r n i g h t i n a t i g h t l y c l o s e d v e s s e l u n d e r l o w h e a d a t r o o m
t e m p e r a t u r e . I m m e d i a t e l y p r i o r t o b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s , t e s t w a t e r s w e r e a dj u s t e d t o
p H 7 2 w i t h 0 1 M s o d i u m h y d r o x i d e .
3 . 1 . 5 S e l e c t i o n o f N e u t r a l i z e r
T h e u s e o f c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t n e u t r a l i z e r s i n b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s h e l p t o e n s u r e
t e m p o r a l r e s o l u t i o n o f t h e s u r v i v a l d a t a . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t s i l v e r w i l l c o n t i n u e t o
i n a c t i v a t e m i c r o o r g a n i s m s d u r in g i n c u b a t i o n a n d e n u m e r a t i o n i f i t i s n o t e f f e c t i v e l y r e m o v e d o r
n e u t r a l i z e d i n s o l u t i o n
' ' *^
'
' ' ^^
. A n e u t r a l i z e r s o lu t i o n o f 1 0 % t h i o g l y c o l i c a c i d (T G A ) h a s b e e n
u s e d t o p r e v e n t c o p p e r a n d s i l v e r i o n s f r o m f u r t h e r i n a c t i v a t i o n o f o r g a n i s m s d u r i n g a s s a y
p r o c e d u r e s
^ ' ^'
'^
^ ' ^^ H o w e v e r , i t i s a l s o s u s p e c t e d t h a t T G A c a n l e a d t o r e d u c e d r e c o v e r y du r i n g
c e r t a i n b a c t e r i a l a s s a y p r o c e du r e s s u c h a s v a c u u m m e m b r a n e fi l t r a t i o n a n d t h u s m i g h t n o t b e a n
i d e a l n e u t r a h z e r E t h y l e n e d i a m i n e t e t r a - a c e t i c a c i d (E D T A ) h a s b e e n s u g g e s t e d a s a p o s s i b l e
n e u t r a l i z e r i n t h i s c o n t e x t b e c a u s e i t i s a s t r o n g c h e l a t i n g a g e n t o f m u l t i v a l e n t c a t i o n s . E D T A i s
c o m m o n l y u s e d t o s e q u e s t e r m e t a l i o n s i n a q u e o u s s o l u t i o n s i n a n u m b e r o f i n d u s t r i a l s e t t i n g s
a n d o t h e r a p p l i c a t i o n s . I n f a c t , t h e b i n d i n g o f E D T A t o m e t a l s i s s o s t r o n g t h a t c h e l a t e d
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c o m p l e x e s fo r m u n t i l e i t h e r t h e f r e e E D T A o r f r e e m e t a l i s e s s e n t i a l ly fu l l y c o m p l e x e d
' ' " '
I t w a s
a n t i c i p a t e d t h a t E D T A w o u l d q u i c k l y b i n d a n y f r e e i o n i c c o p p e r e x i s t i n g i n s o l u t i o n w h e n i t w a s
a d d e d t o a n e x p e r im e n t a l s a m p l e , a n d w o u l d t h u s b e u s e f u l f o r h a l t i n g d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s
m e d i a t e d b y c o p p e r i o n e f f e c t s o n m i c r o b e s a t s p e c i f i c t i m e p o i n t s . H o w e v e r , p r e l i m in a r y
e x p e ri m e n t s w e r e r e q u i r e d t o j u s t i f y t h e u s e o f E D T A o v e r t h e T G A s o l u t i o n a s a n e u t r a l i z e r f o r
t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s .
I t w a s d e s i r e d t o d o s e t h e n e u t r a l i z e r s a t a c o n c e n t r a t i o n t h a t w o u l d a l l o w r a p i d a n d c o m p l e t e
c h e l a t i o n o f f r e e c o p p e r i o n s w h i l e n o t c a u s i n g e x c e s s i v e t o x i c i t y t o t h e t e s t o r g a n i s m s . I n a
n a t u r a l s y s t e m b u f f e r e d a t p H 7 . 2 w i t h T O T C C^
'
5 x 10
" ^ M w h e r e [d i s s C u ] i s d o s e d a t 3 m g / L ,
t h e c o n c e n t r a t i o n o f fr e e c o p p e r i o n s w i l l b e a b o u t 0 . 0 8 m g / L . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e fu l l y
d e p r o t o n a t e d s p e c i e s o f E D T A a n d T G A m u s t b e a t l e a s t a s h i g h a s t h e f r e e c o p p e r i n o r d e r f o r
c o m p l e t e n e u t r a l i z a t i o n t o o c c u r . I t w a s d e t e r m i n e d t h a t a 5 x 10
" " ^
M s o l u t i o n o f e a c h n e u t r a l i z e r
w o u l d b e a d e q u a t e t o a c h i e v e n e u t r a l i z a t i o n w i t h o u t b e i n g e x c e s s i v e . T h e s t o i c h i o m e t r i c a l b a s i s
f o r t h i s a s s u m p t i o n i s p r e s e n t e d i n t h e A p p e n d i x .
P r e l im i n a r y e x p e ri m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o c o m p a r e t h e a b i l i t y o f T G A a n d E D T A t o c o m p l e x
c o p p e r , t h e r e b y h a l t i n g d i s i n f e c t i o n . L o g - p h a s e E c o l i B w a s d o s e d t o t w o s t e r i l e 5 0 m L
p o l y p r o p y l e n e (P P E ) t u b e s e a c h c o n t a i n i n g 50 m L o f c a r b o n a t e b u f f e r e d H M D F w a t e r (p H 7 . 2 ,
18 ° C ) t o r e a c h a t i t e r o f - 1 0 C F U / 10 0 m L . [d i s s C u ] w a s d o s e d t o o n e o f t h e r e a c t o r s a t 3 m g / L
a t t im e t = 0 a n d r e a c t o r s w e r e m i x e d g e n t l y o n a p l a t e s h a k e r f o r t h e d u r a t i o n o f t h e e x p e r i m e n t .
0 5 m L s a m p l e s w e r e t a k e n f r o m b o th r e a c t o r s a t 0 , 0 . 3 , 1 a n d 3 h o u r s a f t e r t h e d i s i n f e c t i o n
r e a c t i o n h a d b e g u n a n d w e r e a d d e d t o d i l u t i o n v i a l s c o n t a i n i n g 4 . 5 m L o f D P B S o n l y o r D P B S
a n d 5 x 10
" " *
M o f e i t h e r T G A o r E D T A . S a m p l e s w e r e d i l u t e d s e r i a l l y t o 10
' "
a n d a s s a y e d i n
3 0
du p l i c a t e o n 10 0 m m x 15 m m p l a t e s o f M a c C o n k e y a g a r m e d i a (B D D i a g n o s t i c s , U S ) b y s p r e a d
p l a t i n g a s a m p l e v o l u m e o f 10 0 fx L p e r p l a t e .
A s e c o n d e x p e r im e n t w a s c o n du c t e d i n o r d e r t o f u r t h e r t e s t t h e a b i l i t y o f E D T A t o n e u t r a l i z e 3
m g / L [d i s s C u ] a t a c o n c e n t r a t i o n o f 5 x 1 0
" " *
M . A - 10
^
t i t e r o f E c o l i B w a s s e e d e d t o e a c h o f t w o
b a t c h r e a c t o r s c o n t a i n i n g c a r b o n a t e b u f f e r e d r e a g e n t g r a d e t e s t w a t e r a t p H 7 . 2 a n d 5 x 10
"
M
E D T A . 3 m g /L o f [d i s s C u ] w a s d o s e d t o o n e o f t h e r e a c t o r s a t t im e t = 0 m i n u t e s . S a m p l e s w e r e
a s s a y e d f r o m b o th r e a c t o r s a t t h r e e t i m e p o i n t s o v e r 3 h o u r s b y s p r e a d p l a t i n g 10 0 [i L v o l u m e s
o n 10 0 m m x 15 mm p l a t e s c o n t a i n i n g M a c C o n k e y a g a r m e d i a (B D D i a g n o s t i c s , U S) .
3 . 1 . 6 P r e p a r a t i o n o f C o p p e r S o l u t i o n a n d M e a s u r e m e n t o f T o t a l D i s s o l v e d C o p p e r
St o c k c o p p e r s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y a s e p t i c a l l y a d d i n g 0 . 0 5 3 g C u C h t o 10 0 m L o f H M D F
w a t e r i n a s t e r i l e 1 2 5 m L b o t t l e . C o n t e n t s w e r e m i x e d t h o r o u g h l y , y i e l d i n g a s o l u t i o n w i t h
[d i s s C u ] m o l a r i t y o f 3 . 9 x 10
' ^ M T h i s s t o c k s o l u t i o n w a s c o v e r e d a n d s t o r e d a t 4 ° C u n t i l u s e d t o
d o s e c o p p e r i o n s t o a l l b a t c h r e a c t o r s .
C o p p e r d o s e s r a n g i n g f r o m 0 1 m g/ L t o 3 m g / L w e r e o b s e r v e d i n t h i s s t u d y . T h e l o w e r l im i t w a s
c h o s e n b e c a u s e i n a c t i v a t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s w i t h [ d i s s C u ] a s l o w a s O. I m g /L h a s b e e n
r e p o r t e d i n p r e v i o u s e x p e r im e n t s i n l i t e r a t u r e
^ ' * ' '
. T h e u p p e r l im i t w a s s e l e c t e d b e c a u s e i t i s 5 0%
g r e a t e r t h a n t h e WH O g u i d e l i n e o f 2 m g/ L f o r d r i n k i n g w a t e r . C o p p e r c o n c e n t r a t i o n s w e r e
q u a n t i f i e d w i t h i n d u c t i v e l y c o u p l e d p l a s m a m a s s s p e c t r o m e t r y (I C P - M S) (A g i l e n t 75 0 0 c x ;
A g i l e n t T e c h n o l o g i e s , I n c . , Sa n t a C l a r a , C A ) . A s i x p o i n t s t a n d a r d c u r v e f r o m 0 t o 4 m g /L w a s
c o n s t r u c t e d u s i n g s c a n d i u m a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d f o r t h e a n a l y s i s T h e a m o u n t o f [ d i s s C u ] i n
t h e c o p p e r - f r e e c o n t r o l s am p l e s , i f a n y , w a s s u b t r a c t e d a s b a c k g r o u n d f r o m a l l o t h e r s am p l e s .
S a m p l e s w e r e c e n t r i f ii g e d a t 2 6 0 0 x g f o r 1 5 m i n u t e s p r i o r t o I CP - M S i n o r d e r t o r e m o v e f r o m t h e
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s u s p e n s i o n a n y o r g a n i s m s a n d d e b r i s t h a t c o u l d p o s s i b ly c l o g i n s t r u m e n t o r i fi c e s . T h e l o w e r
l im i t w a s w e l l a b o v e t h e d e t e c t i o n o f I C P - M S f o r [ d i s s C u ] (0 . 0 2 m g / L ) .
3 . 1 . 7 P r o t o c o l f o r B a t c h D i s i n f e c t i o n E x p e r i m e n t s
A l l b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d i n s t e r i l e 5 0 m L p o l y p r o p y l e n e (P PE ) t u b e s
l a b e l e d a c c o r d i n g t o t h e n u m b e r i n g s c h e m e p r e s e n t e d i n T a b l e 1 V o l u m e s o f 8 m L o f e a c h
p r e p a r e d m i c r o o r g a n i s m c u l t u r e (E c o l i B , P a e r u g i n o s a , a n d M S - 2 ) w e r e a d d e d t o a s t e r i l e
g l a s s b e a k e r c o n t a i n i n g 4 0 0 m L o f c a r b o n a t e b u f f e r e d H M D F w a t e r t h a t h a d b e e n a dj u s t e d t o p H
7 2 a n d w a s m i x e d t h o r o u g h l y f o r 5 m i n u t e s w i t h a s t i r b a r a n d s t i r p l a t e , y i e l d i n g b a c t e r i a l a n d
p h a g e t i t e r s o f a p p r o x im a t e l y 10
*
C F U / 10 0 m L a n d 10
*^
F P U / 10 0 m L
,
r e s p e c t i v e l y . A 50 m L
v o l u m e o f t h e t e s t w a t e r m i x e d w i t h m i c r o o r g a n i s m s w a s d i s p e n s e d a s e p t i c a l l y i n t o e a c h o f
r e a c t o r v e s s e l s 1 - 5 w h i l e 5 0 m L o f o r g a n i s m - f r e e c a r b o n a t e bu f f e r e d H M D F w a t e r w a s
d i s p e n s e d a s e p t i c a l l y i n t o e a c h o f r e a c t o r v e s s e l s 6 - 1 0 .
S a m p l e s o f 0 . 5 m L a n d 2 m L w e r e t a k e n f r o m r e a c t o r v e s s e l s 1 - 4 a t t im e s t = 0 , 0 . 3 , 1 , 3 , a n d 6
h o u r s . T h e 0 . 5 m L s a m p l e s w e r e a d d e d i m m e d i a t e l y t o d i l u t i o n t u b e s c o n t a i n i n g 4 . 5 m L D P B S
a n d 5 0 i^ L o f 5 x 1 0 -
^ M E D T A
,
v o r t e x m i x e d
,
a n d d i l u t e d s e ri a l l y 10 - f o l d t o 10
" *
i n D P B S .
V o l u m e s o f 10 0 \x h o f 10 - f o l d d i l u t i o n s 1 0
" ^
t h r o u g h l O
" " * w e r e s p r e a d e v e n l y o v e r t h e s u r f a c e s o f
du p l i c a t e 10 0 m m x 15 m m p l a t e s o f M a c C o n k e y a g a r u s i n g a s t e r i l e b e n t p l a s t i c r o d . P l a t e s
w e r e i n v e r t e d a n d i n c u b a t e d a t 3 5 ° C f o r 2 4 h o u r s . T h e 2 m L s a m p l e s w e r e a d d e d im m e d i a t e l y t o
s t e ri l e 1 5 m L P PE t u b e s c o n t a i n in g 2 0 i^ L o f 5 x 1 0 -
^ M E D T A a n d w e r e s t o r e d a t 10 ° C u n t i l t h e
f o l l o w i n g d a y w h e n t h e y w e r e a s s a y e d f o r M S - 2 b y t h e Si n g l e A g a r L a y e r m e t h o d w i t h E . c o l i
F
a m p h o s t
' ' * ^ A t t im e t = 0 h o u r s
,
v o l u m e s o f t h e 3 . 9 x 10
' ^
M [d i s s C u ] s o l u t i o n w e r e d o s e d t o
r e a c t o r v e s s e l s 1 - 4 a n d 6 - 9 a s i n d i c a t e d i n T a b l e 1 i n o r d e r t o a c h i e v e t h e d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n
o f [ d i s s C u ] . R e a c t o r v e s s e l s w e r e p l a c e d o n a s h a k e r p l a t e b e t w e e n s a m p l i n g t im e s i n o r d e r t o
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f a c i l i t a t e m i x i n g o f t h e r e a c t o r c o n t e n t s T e m p e r a t u r e a n d p H o f r e a c t o r v e s s e l s w a s m o n i t o r e d a t
e a c h t im e p o i n t i n r e a c t o r v e s s e l 1 0 u s i n g a d i g i t a l t h e r m o m e t e r a n d p H m e t e r . R e p l i c a t e b a t c h
d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s w e r e c o n du c t e d o n t h r e e s e p a r a t e d a y s .
T a b l e 1 : B a t c h r e a c t o r c o n t e n t s a n d n u m b e r i n g s c h e m e
2 0 Mi- C u (l l )
[d is s C u ] : 0 1 m g / L
6 0 (j L C u (I I )
[d is s C u ] : 0 3 m g/ L
2 0 0 mL C u (I I)
[d is s C u ] : 1 m g / L
6 0 0 mL C u ( II )
[ d is s C u ] : 3 m g / L
N o n e
O r g a n i s m s
5
(C o n t r o l)
M e t a l O n ly
1 0
(p H & te m p )
3 . 1 . 8 D a t a A n a l y s i s
B a c t e r i a w e r e e n u m e r a t e d a s c o l o n y - f o r m i n g u n i t s p e r 1 0 0 m L (C F U / l OOm L ) f r o m d u p l i c a t e
c u l t u r e s E . c o l i B c o l o n i e s a p p e a r e d p u r p l i s h w i t h c l o u d y b o u n d a r i e s a n d P a e r u g i n o s a c o l o n i e s
a p p e a r e d w h i t i s h w i t h c l e a r l y d e f i n e d b o u n d a r i e s P h a g e s w e r e e n u m e r a t e d a s p l a qu e - f o r m i n g
u n i t s p e r 10 0 m L (P F U /m L ) f r o m s i n g l e c u l t u r e s . M i c r o b i a l c o u n t s g r e a t e r t h a n 3 5 0 o n a s i n g l e
p l a t e w e r e c o n s i d e r e d t o o n u m e r o u s t o c o u n t . M i c r o b i a l c o u n t s l e s s t h a n 1 o n a s i n g l e p l a t e w e r e
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c o u n t e d a s 1 C F U o r P F U / l OOm L i n o r d e r f o r m a x im u m o b s e r v e d l o g i o r e d u c t i o n s i n t e s t
m i c r o o r g a n i s m s t o b e c a l c u l a t e d . W h e n p o s s i b l e , o n l y m i c r o b i a l c o u n t s t h a t s h o w e d r o u g h l y a
1 0 - f o l d d e c r e a s e a c r o s s 1 0 - f o l d d i l u t i o n s w e r e i n c l u d e d f o r f u r t h e r a n a l y s i s
E a c h s a m p l i n g p o i n t w a s q u a n t i f i e d a s a s u r v i v a l r a t i o r e l a t i n g m i c r o o r g a n i s m c o n c e n t r a t i o n a t a
s a m p l i n g p o i n t t o m i c r o o r g a n i s m s p r e s e n t a t t h e s t a r t o f t h e e x p e r i m e n t ,
— Wh e n t h e
a b s o l u t e m i c r o b i a l c o n c e n t r a t i o n s o r s u r v i v a l r a t i o s i n t h e c o p p e r - f r e e c o n t r o l r e a c t o r s w e r e
f o u n d t o i n c r e a s e d u r i n g t h e b a t c h e x p e r im e n t s , s u r v i v a l r a t i o s w e r e n o r m a l i z e d o v e r t h e
m i c r o b i a l c o n c e n t r a t i o n i n t h e c o p p e r - f r e e c o n t r o l r e a c t o r a t e a c h t im e p o i n t i n s t e a d o f a t t h e
i n i t i a l t im e p o i n t t o a c c o u n t f o r t h e p h e n o m e n o n . I n a c t i v a t i o n c u r v e s w e r e g e n e r a t e d f o r e a c h
m i c r o o r g a n i s m a n d c o p p e r d o s e b y p l o t t i n g t h e m e a n o f t h e l o g i o s u r v i v a l r a t i o s f r o m t h r e e
r e p l i c a t e e x p e r im e n t s v e r s u s t im e w i t h y - a x i s e r r o r b a r s r e p r e s e n t i n g t h e s t a n d a r d e r r o r a c r o s s t h e
e x p e r im e n t s . T h i s p r o v i d e d a n e x p r e s s i o n o f m i c r o b i a l r e d u c t i o n k i n e t i c s o f t h e t e s t
m i c r o o r g a n i s m s b y c o p p e r d i s i n f e c t i o n a t d o s e s o f 0 . 1 , 0 . 3 , 1 a n d 3 m g/ L i n b u f f e r e d w a t e r a t p H
7 2 a n d 18 ° C t o b e v i s u a l i z e d o v e r c o n t a c t t im e .
3 . 2 S TA T I S T I CA L A N A L YSI S
T h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s w e r e f i t w i t h l i n e a r l e a s t s q u a r e s r e g r e s s i o n l i n e s . T h e s l o p e s o f t h e s e
r e g r e s s i o n l i n e s w e r e u s e d t o c o m p a r e t h e r e l a t i v e e f f e c t s o f d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n a c r o s s t h e
e x p e r im e n t a l r a n g e . M i x e d m o d e l s w e r e c o n s t r u c t e d f r o m a l l e x p e r im e n t a l d a t a f o r e a c h
o r g a n i s m b y s e t t i n g r e d u c t i o n s i n s u r v i v a l r a t i o o v e r t im e a s a fi x e d e f f e c t a n d v a r i a t i o n s i n t h e s e
v a l u e s d u e t o b o t h t r i a l a n d d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n v a r i a b i l i t y a s a r a n d o m e f f e c t . M o d e l s
w e r e a n a l y z e d w i t h a s t a t i s t i c a l s o f t w a r e p a c k a g e (SA S 9 . 2 2 0 0 8 ; SA S In s t i t u t e , G a r y , N C ) O n e ¬
w a y a n a ly s e s o f v a r i a n c e in m e a n s w e r e c o n du c t e d u s i n g a n o t h e r a n a l y t i c a l s o f t w a r e (JM P 8 . 0 . 1 ;
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SA S I n s t i t u t e , C a r y , N C ) . T h e m a t c h e d p a i r s t - t e s t s t h a t w e r e u s e d f o r a l l o t h e r a n a l y s e s w e r e
p e r f o r m e d i n M i c r o s o f t E x c e l .
3 . 3 K I N E T I CS MOD E L I N G
T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n s u r v i v a l r a t i o
—
,
r a t e c o n s t a n t (^ ) , d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n i n
m g / L (C ), a n d c o n t a c t t im e i n m i n u t e s (t ) i n a fi r s t - o r d e r i n a c t i v a t i o n r e a c t i o n i s g i v e n a s :
T a k i n g t h e c o m m o n l o g a r i t h m o f b o t h s i d e s o f t h e e q u a t i o n y i e l d s :
l o g
/ a ^ \
V
^
o /
= - l o g {e )k a
I f a p l o t o f l o g
/ A r \
\ ^ o /
v e r s u s t h e m a t h e m a t i c a l p r o d u c t o f [d i s s C u ] (i n m g /L ) a n d t i m e (i n
m i n u t e s ) , g e n e r a l l y c a l l e d th e
" Q " v a l u e
,
i s w e l l - d e s c r i b e d b y l i n e a r r e g r e s s i o n t h e n t h e s l o p e o f
t h e l i n e i s e q u i v a l e n t t o t h e v a l u e o f - l o g {e )^ a n d t h e r a t e c o n s t a n t c a n b e c a l c u l a t e d b y :
s l o p e
- l o g (e )
L i n e a r r e g r e s s i o n a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n t h e e x p e r im e n t a l d a t a o f t h i s s t u d y i n M i c r o s o f t
E x c e l a c c o r d i n g t o fi r s t - o r d e r k i n e t i c s t h e o r y . R a t e c o n s t a n t s a n d c o r r e s p o n d i n g c o r r e l a t i o n
c o e f fi c i e n t s w e r e c a l c u l a t e d a n d r e p o r t e d .
I n o r d e r t o f u r t h e r e x p l o r e t h e k i n e t i c b e h a v i o r o f c o p p e r o n t h e t e s t o r g a n i s m s , m u l t i p l e l i n e a r
r e g r e s s i o n w a s p e r f o r m e d o n s u r v i v a l d a t a p o i n t s u s i n g a n a l y t i c a l s o f tw a r e (JM P 8 . 0 . 1; SA S
I n s t i t u t e
,
C a r y , N C ) a c c o r d i n g t o t h e c u r r e n t l y e m p l o y e d fi r s t o r d e r c o n v e n d o n f o l l o w e d b y t h e
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U . S . E P A . P a r am e t e r s f o r t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l w e r e e s t i m a t e d a n d u s e d t o e x t r a p o l a t e t h e
t i m e i n m i n u t e s r e q u i r e d f o r 2 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f b a c t e r i a a n d p h a g e a n d fo r 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n
o f p h a g e . T h e m o d e l w a s e v a l u a t e d a c c o r d i n g t o i t s a b i l i t y t o fi t e x p e r i m e n t a l d a t a a n d t o p r e d i c t
t im e s f o r 2 l o g i o i n a c t i v a t i o n . I n a d d i t i o n , C t v a l u e s fo r t a r g e t e d i n a c t i v a t i o n l e v e l s w e r e
c a l c u l a t e d a s t h e p r o d u c t o f c o n t a c t t im e a n d t h e m e a n d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n t h r o u g h t h e
e x p e r im e n t .
A d d i t i o n a l n o n l i n e a r a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g a n a l y t i c a l s o f t w a r e (JM P 8 . 0 . 1 ; SA S
I n s t i t u t e , C a r y , N C ) t o a c c o u n t f o r i n a c t i v a t i o n b e h a v i o r t h a t m a y h a v e d e v i a t e d f r o m fi r s t o r d e r
k i n e t i c s . A l l m i c r o b i a l s u r v i v a l d a t a w a s i n t e r p r e t e d t h r o u gh a n e m p i r i c a l t h e o r y (H o m m o d e l )
t h a t a c c o u n t e d f o r t e m p o r a l v a r i a b i l i t y a s w e l l a s m i c r o b i a l c o n c e n t r a t i o n c h a n g e s o v e r t im e .
P h a g e s u r v i v a l d a t a w a s i n t e r p r e t e d t h r o u g h a n a d d i t i o n a l t h e o r y (O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n
m o d e l ) t h a t a c c o u n t e d f o r t h e p r e s e n c e o f t w o p o p u l a t i o n s , e a c h e x h i b i t i n g a n i n d e p e n d e n t r a t e
c o n s t a n t . G o o d n e s s - o f - fi t e s t im a t e s f o r a l l m o d e l s w e r e c a l c u l a t e d i n t h e f o r m o f m e a n r e s i d u a l
e r r o r b e t w e e n m e a s u r e d a n d p r e d i c t e d v a l u e s a s w e l l a s t h e s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n r e s i d u a l
v a l u e . Sm a l l e r v a l u e s o f s t a n d a r d e r r o r o f r e s i d u a l s h a v e b e e n s h o w n t o c o r r e s p o n d t o a b e t t e r
m o d e l fi t
' ^ ' '
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4 R E SU L T S
4 . 1 P R E L I M I N A R Y E X P E R I ME N TS
4 . 1 . 1 E v a l u a t i o n o f C o p p e r I o n N e u t r a l i z e r P e r f o r m a n c e
F i g u r e 2 d e t a i l s t h e r e s u l t s o f p r e l im i n a r y e x p e r i m e n t s w h e r e i n a c t i v a t i o n o f E c o l i B w it h 3
m g / L [d i s s C u ] i n c a r b o n a t e bu f f e r e d r e a g e n t g r a d e t e s t w a t e r w a s h a l t e d a t 0 , 0 . 3 , 1 a n d 3 h o u r s
a f t e r t h e d i s i n f e c t i o n r e a c t i o n h a d b e g u n b y a d d i n g e i t h e r D P B S o n l y o r D P B S a n d 5 x 10
"
M o f
e i t h e r T G A o r E D T A t o s a m p l e s o b t a i n e d f r o m t h e b a t c h r e a c t o r . B a s e d o n t h e s e r e s u l t s , T G A
s h o w e d o n l y a s l i g h t n e u t r a l i z a t i o n e f f e c t o n t h e d i s i n f e c t i o n a c t i v i t y o f c o p p e r i o n s , i f a n y a t a l l ,
w h e n c o m p a r e d t o D PB S a l o n e . H o w e v e r , t e s t m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n s w h e n E D T A w a s u s e d a s
a n e u t r a l i z e r a t t h e t im e p o i n t s t e s t e d w e r e c o n s i s t e n t l y h i gh e r t h a n t h o s e w h e n o n l y D P B S w a s
u s e d a s t h e d i lu e n t . T h i s t r e n d i n r e s u l t s f o r t e s t m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n s i n r e a c t o r s a m p l e s o f
i o n i c c o p p e r s o l u t i o n s i s c o m p a t i b l e w i t h w h a t w o u l d b e e x p e c t e d i f E D T A w a s i n f a c t e x e r t i n g a
n e u t r a l i z a t i o n e f f e c t . I n a d d i t i o n
,
c o p p e r - f r e e c o n t r o l d a t a f o r t e s t m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n s o v e r
t im e i n d i c a t e d t h a t n e i t h e r E D T A n o r T G A w e r e d i r e c t l y b i o c i d a l a t a c o n c e n t r a t i o n o f Sx l O
" ' * M
b e c a u s e t e s t m i c r o b e c o n c e n t r a t i o n s i n c o p p e r - f r e e c o n t r o l s l a c k i n g n e u t r a l i z e r s w e r e s t a t i s t i c a l l y
e q u i v a l e n t t o t h o s e i n c o p p e r - f r e e c o n t r o l s c o n t a i n i n g e i t h e r E D T A o r T G A n e u t r a l i z e r (p = 0 1 ,
0 . 0 9 w i t h m a t c h e d - p a i r s t - t e s t , r e s p e c t i v e l y ) .
A s e c o n d e x p e r i m e n t w a s c o n du c t e d i n o r d e r t o fu r t h e r t e s t t h e a b i l i t y o f E D T A t o n e u t r a l i z e 3
m g / L [ d i s s C u ] a t a c o n c e n t r a t i o n o f 5 x 1 0
" *
M . F i g u r e 3 s h o w s t h a t E c o l i c o u n t s o v e r t im e i n a
r e a c t o r c o n t a i n i n g E D T A - n e u t r a l i z e d 3 m g/ L [d i s s C u ] w e r e s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t t o t h o s e
o b s e r v e d i n t h e r e a c t o r t h a t d i d n o t c o n t a i n [d i s s C u ] (p = 0 . 0 8 w i t h m a t c h e d - p a i r s t - t e s t ) . T h i s
t r e n d i s a l s o c o n s i s t e n t w i t h w h a t w o u l d b e e x p e c t e d i f E D T A w e r e e x h i b i t i n g a n e u t r a l i z a t i o n
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e f f e c t o n t h e c o p p e r i o n s t h a t p r o t e c t e d E c o l i f r o m l o s s o f c u l t u r a b i l i t y . I n h g h t o f t h e s e r e s u l t s ,
E D T A a t a c o n c e n tr a t i o n o f 5 x 10
" * M w a s s h o w n t o b e a n a d e q u a t e n e u t r a l i z e r o f 3 m g /L
[ d i s s C u ] t o p r o t e c t E c o l i c u l t u r a b i l i t y .
-
E D TA + C u
D - E DTA
* - TG A+ C u
A - TG A
D PBS + C u
D PBS
10 0 1 20
T i m e [ m i n ]
F i g u r e 2 : E f fi c a c y o f 5 x 10
" *
M E D T A a n d 5 x 1 0
^
T G A t o n e u t r a l i z e 3 m g / L [d i s s C u ] b a s e d c o n c e n t r a t i o n s o f
E . c o l i B o v e r t i m e (n e u t r a l i z e r a d d e d a f t e r s a m p l i n g a t e a c h t i m e p o i n t )
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'a: :
1 f - ■ - E D T A + C u
- O - E D T A
20
" - - fl = = « = = r - -
10 0 1 3 0
T im e [m i n ]
F ig u r e 3 : E . c o l i c o n c e n t r a t i o n s i n b u f f e r e d t e s t w a t e r a t p H 7 . 2 i n t h e p r e s e n c e o f 5 x 1 0 M E D T A w i t h a n d
w i t h o u t 3 m g / L [d i s s C u ] ( n e u t r a l i z e r a d d e d a t t = 0 m i n u t e s )
4 . 1 . 2 G r o w t h M e d i a P e r f o r m a n c e
E x p e r im e n t s w e r e c o n du c t e d t o c o m p a r e t h e a b i l i t y t o e n u m e r a t e m i x t u r e s o f b o t h E c o l i B a n d
P a e r u g i n o s a s e e d e d a t t i t e r s o f 10
^
p e r 10 0 m L i n t o c a r b o n a t e b u f f e r e d t e s t w a t e r a t p H 7 . 2 a n d
1 8° C b y s p r e a d p l a t e a s s a y o n M a c C o n k e y a g a r m e d i u m (B D D i a g n o s t i c s , U S ) a n d
P s e u d o m o n a s A g a r B a s e (P A B ) m e d iu m (B D D i a g n o s t i c s , U S) w i t h n a Ud i x i c a c i d a n d F e S0 4 . P .
a e r u g i n o s a c o l o n i e s w e r e c o u n t e d o n b o t h M a c C o n k e y a n d m o d i fi e d PA B a g a r p l a t e s . E c o l i B
c o l o n i e s w e r e a l s o v i s i b l e a n d d i s t i n g u i s h a b l e f r o m P a e r u g i n o s a o n t h e M a c C o n k e y a g a r p l a t e s
b u t d i d n o t g r o w o n t h e PA B m e d i u m b e c a u s e o f t h e p r e s e n c e o f n a l i d i x i c a c i d . P . a e r u g i n o s a
c o u n t s w e r e f o u n d t o b e c o n s i s t e n t l y h i g h e r o v e r t w o t r i a l s w h e n a s s a y e d w i t h t h e m o d i f i e d P A B
a g a r t h a n w i t h M a c C o n k e y . H o w e v e r , t h e d i f f e r e n c e s i n c o u n t s a t e a c h c o r r e s p o n d i n g t im e p o i n t
i n b o t h e x p e r im e n t s w e r e fo u n d t o b e s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t (p = 0 . 6 9 w i t h m a t c h e d - p a i r s t - t e s t ) .
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T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e ri m e n t s i n d i c a t e d t h a t M a c C o n k e y a g a r w a s c ap a b l e o f e n u m e r a t i n g P
a e r u g i n o s a i n t h e p r e s e n c e o f E c o l i 5 i n a c o n s i s t e n t a n d r e l i a b l e m a n n e r . T h u s , M a c C o n k e y
a g a r w a s f o u n d t o b e s u i t a b l e f o r t h e p u r p o s e o f t r a c k i n g c o n c e n t r a t i o n s o f b o t h E c o l i B a n d P
a e r u g i n o s a o v e r t im e .
4 . 2 M E A S U R E D C O P P E R C ON CE N T R A T I ON S I N T E S T WA T E R S
A . l . X M e a s u r e d C o n c e n t r a t i o n s o f D i s s o l v e d C o p p e r i n D o s e d T e s t W a t e r s
T a b l e 2 a n d T a b l e 3 s u m m a r i z e t h e r e s u l t s o f m e a s u r e d [d i s s C u ] o v e r t im e i n t h e b a t c h r e a c t o r s
o f c a r b o n a t e - b u f fe r e d t e s t w a t e r c o n t a i n i n g m i c r o b e s p l u s a d d e d [d i s s C u ] a n d i n c o n t r o l r e a c t o r s
c o n t a i n i n g a d d e d [ d i s s C u ] i n t e s t w a t e r w i t h o u t a d d e d m i c r o b e s , r e s p e c t i v e l y . A l l s a m p l e s w e r e
c e n t ri f u g e d a t 2 6 0 0 x g f o r 1 5 m i n u t e s i n o r d e r t o r e m o v e m i c r o o r g a n i s m s b e f o r e b e i n g a n a l y z e d
f o r [d i s s C u ] w i t h I C P - M S . Sa m p l e s f r o m m i c r o o r g a n i s m - f r e e r e a c t o r s w e r e a l s o c e n t r i f u g e d i n
o r d e r t o c o n t r o l f o r a n y e f f e c t s t h i s s t e p m i g h t h a v e h a d o n m e a s u r e m e n t o f [ d i s s C u ] . T h e p -
v a l u e s l i s t e d i n T a b l e 2 a n d T a b l e 3 r e p r e s e n t t h e t - s t a t i s t i c f o r a m a t c h e d - p a i r s t w o - s a m p l e t - t e s t
b e t w e e n m e a s u r e d [d i s s C u ] v a l u e s f o r t h r e e b a t c h e x p e r im e n t s a t t h e b e g i n n i n g (t = 0 [h r ]) a n d
e n d (t = 6 [h r ] ) o f t h e e x p e r i m e n t . A p - v a l u e g r e a t e r t h a n 0 . 0 5 i n d i c a t e s t h a t , f o r a p a r t i c u l a r
[ d i s s C u ] d o s e , t h e m e a s u r e d v a l u e s o f [d i s s C u ] a t t h e b e g i n n i n g a n d e n d o f e a c h b a t c h
e x p e r im e n t w e r e s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t T h i s a l s o i n d i c a t e s t h a t , c o m p a r e d t o t h e i n i t i a l s a m p l e
t a k e n a t t im e t = 0 , n o a d d i t i o n a l [ d i s s C u ] d i s a p p e a r e d f r o m t h e s y s t e m du r i n g t h e 6 - h o u r c o u r s e
o f t h e e x p e r i m e n t s . A l t h o u g h th e m e a s u r e d [ d i s s C u ] w a s o b s e r v e d t o d e c r e a s e b y a s m u c h a s
3 0 % a n d 6 0% i n t h e b a t c h a n d c o n t r o l r e a c t o r s
,
r e s p e c t i v e l y , a n d w a s o b s e r v e d t o i n c r e a s e b y a s
m u c h a s 2 0%) a n d 8 0% i n th e b a t c h a n d c o n t r o l r e a c t o r s , r e s p e c t i v e l y , t h e r e w a s n o c l e a r a n d
c o n s i s t e n t t r e n d a c r o s s a l l e x p e ri m e n t s a n d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s i n d i c a t e d th a t m e a s u r e d [ d i s s C u ]
r e m a i n e d c o n s t a n t o v e r t im e f o r a l l t r i a l s a n d d o s e s .
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T a b l e 2 : M e a s u r e d | d i s s C u ] i n b a t c h r e a c t o r s o f t e s t w a t e r c o n t a i n i n g t e s t m i c r o b e s a t c o n t a c t t i m e s o f 0 a n d
6 h o u r s f o r [d i s s C u ] d o s e s o f 0 . 1 , 0 . 3 , 1 . 0 a n d 3 . 0 m g / L
M e a s u r e d T o t a l D i s s o l v e d C u ( I I } [ m g / L ]
T a r g e t D o s e [m g / L ] B a t c h t = 0 [ h r ] t = 6 [ h r ] D i f f e r e n c e A v e r a g e A v g D if f A v g D o s e S E p - v a l u e
0 1
0 0 8 3 0 0 8 4 0 0 0 1 0 0 8 4
0 0 8 5 0 0 5 9 - 0 0 2 5 0 0 7 2 - 0 0 0 9 0 0 8 3 0 0 0 6
0 0 9 3 0 0 9 2 - 0 0 0 1 0 0 9 3
0 4 2
0 3
0 2 5 8 0 2 5 2 - 0 0 0 6 0 . 2 5 5
0 1 9 7 0 1 8 2 - 0 0 1 5 0 1 8 9 - 0 0 1 0 2 1
0 2 0 5 0 1 8 8 - 0 0 1 7 0 1 9 6
0 0 2 0 0 6
0 6 0 1 0 6 2 7 0 0 2 6 0 6 1 4
0 4 5 8 0 4 6 7 0 0 1 0 0 4 6 3 0 0 5 0 5 9
0 6 3 3 0 7 5 2 0 1 1 9 0 6 9 3
0 . 0 7 0 2 7
2 5 2 0 2 4 0 6 - 0 1 1 4 2 4 6 3
1 9 4 7 1 9 1 2 - 0 0 3 5 1 9 2 9 - 0 0 0 5 2 2 9
2 4 2 2 2 5 5 6 0 1 3 4 2 4 8 9
0 1 8 0 9 5
T a b l e 3 ; M e a s u r e d | d i s s C u ] i n c o n t r o l r e a c t o r s i n t e s t w a t e r w i t h o u t a d d e d t e s t m i c r o b e s a t c o n t a c t t i m e s o f 0
a n d 6 h o u r s f o r [d i s s C u ] d o s e s o f 0 . 1 , 0 . 3 , 1 . 0 a n d 3 . 0 m g/ L
M e a s u r e d T o t a l D i s s o l v e d C u ( I I ) [ m g / L ]
T a r g e t D o s e [m g / L ] Ba t c h t = 0 [ h r ] t = 6 [ h r ] D i f f e r e n c e A v e r a g e A v g D if f A v g D o s e S E p - v a l u e
0 0 1 3 0 0 1 4 0 0 0 1 0 0 1 3
0 1 0 0 0 9 0 0 0 6 - 0 0 0 3 0 0 0 8 0 . 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 2 0 6 3
0 0 0 7 0 0 1 3 0 0 0 6 0 0 1 0
0 2 3 3 0 0 9 6 - 0 1 3 7 0 1 6 4
0 3 0 0 3 6 0 0 3 9 0 0 0 3 0 0 3 8 - 0 0 4 0 0 8 0 0 4 0 4 9
0 0 4 4 0 0 5 6 0 0 1 2 0 0 5 0
0 5 6 7 0 4 0 3 - 0 1 6 3 0 4 8 5
0 2 1 1 0 2 2 0 0 0 0 9 0 2 1 6 - 0 0 4 0 3 2 0 0 8 0 6 2
0 2 4 9 0 2 9 1 0 0 4 2 0 2 7 0
1 7 2 0 1 8 4 2 0 1 2 2 1 7 8 1
1 0 7 4 1 0 2 9 - 0 0 4 5 1 0 5 1 - 0 2 1 5 2 0 2 4 0 4 9
2 0 9 3 1 3 9 1 - 0 7 0 3 1 7 4 2
A l t h o u g h t h e b a t c h r e a c t o r s c o n t a i n i n g t e s t w a t e r w i t h a d d e d t e s t m i c r o b e s w e r e d o s e d i n t h e
s a m e m a n n e r a s t h e c o n t r o l r e a c t o r s c o n t a i n i n g t e s t w a t e r w i t h o u t a d d e d t e s t m i c r o b e s , t h e
a v e r a g e m e a s u r e d [ d i s s C u ] w a s f o u n d t o b e c o n s i s t e n t l y l e s s i n t h e c o n t r o l r e a c t o r s l a c k i n g t e s t
m i c r o b e s t h a n t h a t o f t h e c o r r e s p o n d i n g b a t c h r e a c t o r s c o n t a i n i n g a d d e d t e s t m i c r o b e s . T h i s
fi n d i n g i s a t o d d s w i t h t h e e x p e c t e d t r e n d : t h e m e a s u r e d [d i s s C u ] w a s a n t i c i p a t e d t o b e l e s s i n t h e
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b a t c h r e a c t o r s w i t h a d d e d t e s t m i c r o b e s t h a n i n t h e c o n t r o l r e a c t o r s l a c k i n g a d d e d t e s t m i c r o b e s .
I t w a s e x p e c t e d t h a t t h e p r o c e s s o f r e m o v i n g t h e m i c r o b e s f r o m t h e b a t c h r e a c t o r s a m p l e s b y
c e n t r i fu g a t i o n b e f o r e t h e s a m p l e s w e r e a n a l y z e d f o r [ d i s s C u ] w o u l d a l s o r e m o v e s o m e a m o u n t o f
[d i s s C u ] t h a t h a d a d h e r e d t o t h e o u t e r c e l l w a l l s o f t h e s e m i c r o b e s o r p e n e t r a t e d i n t o t h e i n t e r i o r
o f t h e c e l l s . I t a p p e a r s t h a t t h e o p p o s i t e o c c u r s i n t h i s c a s e , w i t h m o r e m e a s u r a b l e [d i s s C u ]
p r e s e n t i n t e s t w a t e r s t o w h i c h t e s t m i c r o b e s w e r e a d d e d t h a n i n t e s t w a t e r s t o w h i c h n o t e s t
m i c r o b e s w e r e p r e s e n t . T h e r e a s o n fo r t h e s e d i f f e r e n c e s i n m e a s u r a b l e [d i s s C u ] i s u n k n o w n .
T h o u g h t h e m e a s u r e d c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s i n t e s t w a t e r w i t h a n d w i t h o u t a d d e d t e s t m i c r o b e s
o v e r a l l t r i a l s w e r e f o u n d t o b e s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t (p = 0 . 15 w i t h m a t c h e d - p a i r s t - t e s t ) , t h e
a p p a r e n t d e c r e a s e i n m e a s u r a b l e [ d i s s C u ] s h o u l d b e n o t e d a n d m a y d e s e r v e f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n .
H o w e v e r
,
t h i s o b s e r v a t i o n d o e s n o t p o s e a n y n e g a t iv e im p l i c a t i o n s f o r t h e m e a s u r e d [d i s s C u ] i n
t h e b a t c h r e a c t o r s c o n t a i n i n g t e s t m i c r o b e s n o r t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h i s
s t u d y .
T h e r e w e r e o n l y a f e w c a s e s w h e r e [ d i s s C u ] a p p e a r e d t o i n c r e a s e o v e r t h e t im e c o u r s e o f t h e
e x p e r im e n t a s i n d i c a t e d b y p o s i t i v e v a l u e s i n t h e
"
A v g . D i f f
'
c o l u m n s i n T a b l e 2 a n d T a b l e 3 .
T h e m o s t l i k e l y e x p l a n a t i o n f o r a n a p p a r e n t i n c r e a s e in [ d i s s C u ] o v e r t i m e i s t h a t t h e r e a c t o r s
w e r e i n c o m p l e t e l y m i x e d w h e n s a m p l e s w e r e a n a l y z e d a t t h e b e g i n n i n g o f t h e e x p e r im e n t (t = 0
[ h r ] ) . T h e a v e r a g e r a t e o f m e a s u r e d [d i s s C u ] d i s a p p e a r a n c e f r o m t h e r e a c t o r s o v e r t im e ,
i n d i c a t e d b y n e g a t i v e v a lu e s i n t h e
" A v g . D i f f
"
c o l u m n s
, g e n e r a l l y i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g
d o s e . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e s t a n d a r d e r r o r o f t h e a v e r a g e [ d i s s C u ] i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g
d o s e a s w e l l . B e c a u s e t h e I C P - M S i n s t r u m e n t m e a s u r e d t h e c o n c e n t r a t i o n o f t o t a l d i s s o l v e d
c o p p e r i n t h e t e s t w a t e r s , t h e m e a s u r e d [ d i s s C u ] r e s u l t s w e r e u n a f f e c t e d b y s p e c i a t i o n a n d
c o m p l e x a t i o n o f c o p p e r (I I ) i n t h e b a t c h r e a c t o r s T h e r e f o r e , d i s a p p e a r a n c e o f [d i s s C u ] f r o m t h e
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w a t e r s o f t h e r e a c t o r s d u ri n g t h e e x p e r i m e n t s c a n o n l y b e a t t r i b u t e d t o a dh e s i o n t o e i t h e r t h e
o r g a n i s m
'
s c e l l w a l l s o r t o t h e w a l l s o f t h e r e a c t o r v e s s e l s . A l t h o u g h c o p p e r i o n a d h e s i o n t o o r
u p t a k e b y t h e t e s t o r g a n i s m s r e l a t i v e t o e a c h o t h e r i s d i s c u s s e d b r i e f l y e l s e w h e r e i n t h i s r e p o r t ,
l i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e r a t e a n d e x t e n t o f i o n i c c o p p e r a d h e r e n c e t o o r u p t a k e b y s p e c i f i c
o r g a n i s m s . T h e s e m e c h a n i s m s c a n n o t b e i g n o r e d a s p o s s i b l e e x p l a n a t i o n s f o r t h e d i s a p p e a r a n c e
o f [ d i s s C u ] a s o b s e r v e d i n s o m e o f t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s . H o w e v e r , b e c a u s e
d i s a p p e a r a n c e o f [d i s s C u ] w a s o b s e r v e d i n b a t c h r e a c t o r s t h a t c o n t a i n e d m i c r o o r g a n i s m s a s w e l l
a s i n c o n t r o l r e a c t o r s t h a t d i d n o t c o n t a i n m i c r o o r g a n i s m s i t i s m o s t l i k e l y t h a t c o p p e r i o n s w e r e
a d h e r i n g t o t h e w a l l s o f t h e r e a c t o r v e s s e l s a n d t h a t t h e i n c r e a s e d r a t e o f d i s a p p e a r a n c e a n d
v a r i a b i l i t y o f a v e r a g e [d i s s C u ] a s d o s e w a s i n c r e a s e d w a s d u e t o i n c r e a s e d i n t e r a c t i o n b e t w e e n
c o p p e r i o n s a n d th e r e a c t o r v e s s e l w a l l s .
4 . 2
.
2 A s s o c i a t i o n o f C o p p e r w i t h M i c r o o r g a n i s m s
L i t t l e i s k n o w n a b o u t t h e r a t e a n d e x t e n t o f c o p p e r (I I ) a s s o c i a t i o n w i t h s p e c i f i c m i c r o o r g a n i s m s
w h e n t h o s e m i c r o o r g a n i s m s a r e c o m b i n e d i n a b a t c h r e a c t o r . I n o r d e r t o o b s e r v e t h e a m o u n t o f
c o p p e r i o n s t h a t w e r e a d h e r i n g t o e a c h i n d i v i d u a l t e s t m i c r o o r g a n i sm , t h r e e r e a c t o r s c o n t a i n i n g
c a r b o n a t e b u f fe r e d r e a g e n t g r a d e w a t e r w e r e s e e d e d w i t h s e p a r a t e t i t e r s o f E c o l i B , P .
a e r u g i n o s a , a n d M S- 2 c o l i p h a g e . [ d i s s C u ] w a s d o s e d t o t h e t h r e e r e a c t o r s a t 1 m g / L a s w e l l a s t o
a f o u r t h c o n t a in i n g o n l y r e a g e n t - g r a d e t e s t w a t e r . [d i s s C u ] w a s m e a s u r e d i n s a m p l e s f r o m e a c h
r e a c t o r w i t h I C P - M S a t t = 0 h o u r s a n d a t t = 6 h o u r s . R e s u l t s f r o m t h i s e x p e r im e n t a r e s h o w n i n
T a b l e 4 .
T h e
"
d i f f e r e n c e
"
p - v a l u e s l i s t e d i n t h e t a b l e i n d i c a t e t h e t - s t a t i s t i c f o r a m a t c h e d - p a i r s tw o -
s a m p l e t - t e s t b e t w e e n t h e m e a s u r e d [ d i s s C u ] v a l u e s fo r t h e f o u r r e a c t o r s a t t h e b e g i n n i n g (t = 0
h o u r s ) a n d e n d (t = 6 h o u r s ) o f t h e e x p e r i m e n t . F o r t h e s e t e s t s t a t i s t i c s , a p - v a l u e g r e a t e r t h a n 0 . 0 5
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i n d i c a t e s t h a t [d i s s C u ] a t t h e b e g i n n in g a n d e n d o f t h e e x p e r im e n t s w e r e s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t
i n e a c h r e a c t o r . T h e " m e a n " p - v a l u e s l i s t e d i n t h e t a b l e i n d i c a t e t h e F - s t a t i s t i c f o r a o n e - w a y
a n a l y s i s o f v a r i a n c e o f t h e m e a n [d i s s C u ] i n e a c h r e a c t o r . F o r t h e s e t e s t s t a t i s t i c s , a p - v a l u e
gr e a t e r t h a n 0 . 0 5 i n d i c a t e s t h a t t h e m e a n [ d i s s C u ] i n a l l r e a c t o r s w a s s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t . B o x
p l o t s f o r t h e s e a n a l y s e s a r e s h o w n i n F i g u r e 4 .
M e a s u r e d [ d i s s C u ] a t t h e b e g i n n i n g a n d e n d o f t h e e x p e r i m e n t s w e r e f o u n d t o b e s t a t i s t i c a l l y
e q u i v a l e n t f o r a l l r e a c t o r s A l t h o u g h t h e d i f f e r e n c e i n m e a n [d i s s C u ] in t h e r e a c t o r s w a s
s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t , t h i s d i f f e r e n c e o n l y q u a n t i f i e s d o s i n g e r r o r a n d d o e s n o t n e c e s s a r i l y
i n d i c a t e t h a t m o r e o r l e s s c o p p e r w a s d i s a p p e a r i n g f r o m a n y r e a c t o r i n r e l a t i o n t o t h e o t h e r s . I n
f a c t
, [d i s s C u ] w a s f o u n d t o i n c r e a s e d u r i n g t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t i n a l l t h r e e r e a c t o r s
T h u s , i t w a s c o n c l u d e d t h a t c o p p e r i o n s d i d n o t a s s o c i a t e t o a n y o n e m i c r o o r g a n i s m m o r e t h a n
t h e o t h e r s .
T a b l e 4 : M e a s u r e d [d i s s C u ] i n r e a c t o r s c o n t a i n i n g i n d i v id u a l t e s t m i c r o o r g a n i s m s i n t e s t w a t e r s d o s e d w i t h 1
m g / L [d i s s C u ]
T o t a l D i s s o l v e d C u ( I I ) [ m g / L ]
E c o l i B P a e r u g i n o s a M S
- 2 c o l ip h a g e M e t a l O n ly D i f f e r e n c e p M e a n p
t = 0 [ h r ] :
t = 6 [ h r ] :
D i f fe r e n c e ;
0 4 3 5
0 4 5 8
0 . 0 2 2
0 . 4 8 0
0 4 9 0
0 0 0 9
0 5 0 9
0 5 1 1
0 . 0 0 3
0 5 6 7
0 4 0 3
- 0 . 1 6 3
0 . 5 1 6 0 . 0 17 4 *
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E
"
a
u
I / I
T 3
0 . 5 5 - r
0 . 5 2 5 -
X Z
0 . 4 7 5 -
0 . 4 5 -
0 . 4 2 5
EC M S 2
M i c r o o r g a n is m
PA
F ig u r e 4 : B o x p l o t s s h o w i n g o n e
- w a y a n a ly s i s o f v a r i a n c e o f m e a n [d i s s C u ] i n r e a c t o r s c o n t a i n i n g s i n g l e
o r g a n i s m s
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4 . 3 . 1 M i c r o b i a l I n a c t i v a t i o n K i n e t i c s E x p r e s s e d a s I n a c t i v a t i o n C u r v e s
I n a c t i v a t i o n c u r v e s w e r e g e n e r a t e d f o r e a c h m i c r o o r g a n i s m a n d c o p p e r do s e b y p l o t t i n g t h e l o g
o f t h e s u r v i v a l r a t i o v e r s u s t i m e . T h e s e c u r v e s a r e s h o w n in F i g u r e 5 , F i g u r e 6 , a n d F i g u r e 7 . T h e
s u r v i v a l r a t i o s i n t h e E . c o l i B a n d M S- 2 c o p p e r - fr e e c o n t r o l r e a c t o r s w e r e f o u n d t o i n c r e a s e
du r i n g a l l b a t c h e x p e r i m e n t s . I t i s u n l i k e l y t h a t t h i s o b s e r v a t i o n w a s c a u s e d b y t r u e m i c r o b i a l
g r o w t h b e c a u s e t h e t r e n d s w e r e n o t c o n s i s t e n t w i t h t y p i c a l b a c t e r i a l g r o w t h c u r v e s a n d b e c a u s e
t h e t e s t w a t e r s d i d n o t c o n t a i n a v i a b l e h o s t f o r M S - 2 t o i n f e c t . R a t h e r
,
d i s a g g r e g a t i o n o f c lu m p s
o f b a c t e ri a a n d v i r u s e s o v e r t i m e c o u l d h a v e r e s u l t e d i n a n a p p a r e n t i n c r e a s e i n m i c r o b i a l c o u n t s
d u r i n g t h e e x p e r im e n t I n o r d e r t o c o m p e n s a t e f o r t h i s p h e n o m e n o n , s u r v i v a l r a t i o s f o r E . c o l i B
(F i g u r e 5 ) a n d M S - 2 (F i g u r e 7 ) w e r e n o r m a l i z e d o v e r t h e c o n c e n t r a t i o n i n t h e c o p p e r - f r e e
c o n t r o l r e a c t o r a t e a c h t im e p o i n t . E a c h fi l l e d m a r k e r i n t h e f i g u r e s r e p r e s e n t s t h e r e s u l t s o f t h r e e
r e p l i c a t e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s a n d e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d e r r o r a c r o s s t h e s e
e x p e r im e n t s . O p e n m a r k e r s i n F i g u r e 7 r e p r e s e n t t h e r e s u lt s o f a s i n g l e e x p e r im e n t .
T a b l e 5 s u m m a r i z e s t h e a v e r a g e m a x im u m l o g i o r e d u c t i o n s t h a t w e r e o b s e r v e d o v e r t h r e e b a t c h
d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s , a l o n g w i t h c o r r e s p o n d i n g c o pp e r i o n d o s e s a n d c o n t a c t t im e s . M i c r o b e
c o n c e n t r a t i o n s w e r e a s s u m e d t o b e 1 C FU o r PF U / 10 0 m L w h e n f o u n d t o b e b e l o w t h e d e t e c t i o n
l im i t o f t h e r e s p e c t i v e c u l t u r e o r i n f e c t i v i t y a s s a y s o t h a t m a x im u m o b s e r v e d r e d u c t i o n s w o u l d
n o t b e l o s t d u ri n g t h e c a l c u l a t i o n o f t h e s e v a l u e s . F o r t h i s r e a s o n , t h e r e p o r t e d l o g i o r e d u c t i o n
v a l u e f o r E . c o l i B i s m u c h g r e a t e r t h a n w h a t i s s h o w n i n t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e (F i g u r e 5 ) .
T a b l e 5 : A v e r a g e m a x i m u m o b s e r v e d l o g i o r e d u c t i o n s
L o Q i o R e d u c t io n :
D o s e [ m g / L ] :
T i m e [ h r ] :
E . c o l i B
8 . 5
P. a e r u g in o s a
3 . 6
M S - 2 c o l i p h a g e
2 . 4
T h e fi gu r e s s h o w r e d u c t i o n s o f c o n c e n t r a t i o n s o f E c o l i B , P a e r u g i n o s a , a n d M S- 2 t h a t
g e n e r a l l y i n c r e a s e w i t h in c r e a s i n g d o s e o f c o p p e r i o n s . A l t h o u g h t h e E c o l i B c u r v e s s h o w e d
s l i g h t t a i l i n g a n d th e P . a e r u g i n o s a c u r v e s s h o w e d s l i g h t s h o u l d e r i n g , b o t h b a c t e r i a l r e a c t i o n s
a p p r o x im a t e l y a p p e a r t o f o l l o w e x p o n e n t i a l k i n e t i c s H o w e v e r , t h e M S - 2 c u r v e s s h o w e d
s i g n i fi c a n t t a i l i n g o r r e t a r d a n t i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o v e r t i m e . T h e o b s e r v a t i o n o f d e c l i n i n g
i n a c t i v a t i o n r a t e s o v e r t im e c o u l d i n d i c a t e h e t e r o g e n e i t y i n s u s c e p t i b i l i t y t o c o p p e r i o n
i n a c t i v a t i o n i n t h e s e e d s t o c k o f t e s t m i c r o b e s T h e f a c t t h a t o n l y a n a d d i t i o n a l r e du c t i o n o f 0 . 5
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l o g i o w a s a c h i e v e d w h e n t h e b a t c h r e a c t i o n w a s a l l o w e d t o r u n a n a d d i t i o n a l 1 8 h o u r s i n d i c a t e s
t h a t a p e r s i s t e n t fr a c t i o n o f p h a g e s e x i s t e d i n t h e p o p u l a t i o n . T h e r e du c t i o n o r i n a c t i v a t i o n
k i n e t i c s o f a l l t h r e e m i c r o o r g a n i s m s a r e ft i r t h e r a n a l y z e d a n d d i s c u s s e d i n d e t a i l i n s e c t i o n 4 . 4 i n
t h i s r e p o r t .
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- • - td i s s C u ] = 0 1 m g / L
- - ■ - [d i s s C u ] = 0 3 m g / L
- - * - [d i s s C u ] = l m g / L
- ♦ - [d i s s C u ] = 3 m g / L
- * - Co n t r o l
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T i m e [ h r ]
F i g u r e 5 : S u r v i v a l o f E s c h e r i c h i a c o l i B a s a f u n c t i o n o f t i m e i n t e s t w a t e r s d o s e d w i t h 0 , 0 . 1 , 0 . 3 , 1 . 0 a n d 3 . 0 m g / L o f c o p p e r i o n s
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T im e [h r ]
F i g u r e 6 : S u r v i v a l o f P s e u do m o n a s a e r u g in o s a a s a f u n c t i o n o f t i m e i n t e s t w a t e r s d o s e d w i t h 0 , 0 . 1 , 0 . 3 , 1 . 0 a n d 3 . 0 m g / L o f c o p p e r i o n s
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F i g u r e 7 : S u r v i v a l o f M S - 2 c o l i p h a g e a s a f u n c t i o n o f t i m e i n t e s t w a t e r s d o s e d w i t h 0 , 0 . 1 , 0 . 3 , 1 . 0 a n d 3 . 0 m g/ L o f c o p p e r i o n s
5 0
4 . 3 . 2 S t a t i s t i c a l C o m p a r i s o n o f I n a c t i v a t i o n C u r v e s
F i g u r e 8 , F i g u r e 9 , a n d F i g u r e 1 0 s h o w t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s f o r E c o l i B , P a e r u g i n o s a a n d
M S- 2 fi t w i t h l i n e a r l e a s t s q u a r e s r e g r e s s i o n l i n e s . T h e s l o p e s o f t h e s e r e g r e s s i o n l i n e s w e r e u s e d
t o c o m p a r e t h e r e l a t i v e e f f e c t s o f c o p p e r i o n c o n c e n t r a t i o n a c r o s s t h e e x p e r im e n t a l d o s e r a n g e .
M i x e d m o d e l s w e r e c o n s t r u c t e d f r o m a l l e x p e r im e n t a l d a t a f o r e a c h o r g a n i s m b y s e t t i n g
r e d u c t i o n s i n s u r v i v a l r a t i o o v e r t im e a s a fi x e d e f f e c t a n d v a r i a t i o n s i n t h e s e v a lu e s d u e t o b o t h
t r i a l a n d d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n v a r i a b i l i t y a s a r a n d o m e f f e c t . M o d e l s w e r e a n a l y z e d w i t h a
s t a t i s t i c a l s o f t w a r e p a c k a g e (S A S 9 . 2 2 0 0 8 ; SA S I n s t i t u t e , C a r y , N C ) T h e n u l l h y p o t h e s e s t h a t
w e r e t e s t e d w i t h t h e m i x e d m o d e l a n d t h e i r c o r r e s p o n d i n g p - v a lu e s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 6 ,
T a b l e 7
,
a n d T a b l e 8 P - v a l u e s a r e g i v e n f o r t h e r e s u l t s o f t w o s e p a r a t e a n a l y s e s : a c o n s e r v a t i v e
o n e t h a t c o n s i d e r e d t h e e f f e c t t h a t v a r i a b i l i t y i n t r i a l r e s u l t s a n d d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n h a d o n
m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n
,
a n d a n o t h e r t h a t o n l y c o n s i d e r e d t h e e f f e c t t h a t v a r i a b i l i t y i n t r i a l r e s u l t s
h a d o n m i c r o b i a l i n a c t i v a t i o n . T h e p - v a l u e s c o r r e s p o n d i n g t o t h e
"
a l l s l o p e s e qu a l
"
a n d t h e
"
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a n a c c e p t a b l e d e g r e e T h e r a t e c o n s t a n t s c a l c u l a t e d f r o m t h e s l o p e s o f t h e s e p l o t s a n d t h e i r
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p o p u l a t i o n , t h e s l o w e r i n a c t i v a t i o n r a t e o f t h e fi l t e r e d p h a g e s t o c k i s a t o d d s w i t h w h a t w a s
e x p e c t e d . P o s s i b l e r e a s o n s fo r t h i s t r e n d a r e d i s c u s s e d i n s e c t i o n 5 . 2 o f t h i s r e p o r t .
T h e r e s u l t s o f t h e m i x e d m o d e l a n a l y s i s o f t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s o f t h e fi l t e r e d a n d u n f i l t e r e d
M S- 2 s t o c k s a r e p r e s e n t e d i n T a b l e 9 . T h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s o f e a c h t h e fi l t e r e d a n d u n fi l t e r e d
M S- 2 s t o c k s w e r e f o u n d t o b e s t a t i s t i c a l l y d i f f e r e n t f r o m e a c h o t h e r a t b o t h [ di s s C u ] d o s e s t h a t
w e r e t e s t e d (p - v a lu e s c o r r e s p o n d i n g t o t h e
"
a l l s l o p e s e qu a l
"
n u l l h y p o t h e s i s ) . T h e i n a c t i v a t i o n
c u r v e o f t h e fi l t e r e d M S - 2 s t o c k a t t h e 0 . 1 m g / L [d i s s C u ] d o s e w a s f o u n d t o b e s t a t i s t i c a l l y
e q u i v a l e n t t o t h a t i n t h e m e t a l - f r e e c o n t r o l r e a c t o r (p - v a l u e c o r r e s p o n d i n g t o t h e [ d i s s C u ] = 0 . 1
m g / L (fi l t e r e d )
"
s l o p e e q u a l s c o n t r o l
"
n u l l h j ^ o t h e s i s ) . F u r t h e r m o r e , t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e o f t h e
fi l t e r e d M S - 2 s t o c k a t t h e 1 m g / L [ di s s C u ] d o s e w a s f o u n d t o b e s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t t o t h e
c u r v e s o f t h e u n fi l t e r e d M S - 2 s t o c k (p - v a l u e c o r r e s p o n d i n g t o t h e [d i s s C u ] = 1 m g / L (fi l t e r e d )
p a i r - w i s e c o m p a r i s o n s ) . H o w e v e r , b e c a u s e t h e s h a p e s o f t h e fi l t e r e d a n d u n fi l t e r e d i n a c t i v a t i o n
c u r v e s (F i g u r e 1 4 ) a r e c l e a r l y d i f f e r e n t , i t i s l i k e l y t h a t t h e s e a p p a r e n t i n a c t i v a t i o n t r e n d s w o u l d
h a v e b e e n s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t h a d m o r e t r i a l s b e e n c o n d u c t e d
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F i g u r e 15 s h o w s p l o t s o f l o g
/ /V ^
\ ^ o /
v e r s u s C t f o r t h e fi l t e r e d a n d u n fi l t e r e d M S- 2 c u l t u r e s . T h e
l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l o f t h e fi l t e r e d s t o c k ( o p e n m a r k e r s ) a p p e a r e d t o fi t t h e e x p e r im e n t a l d a t a
w e l l d e s p i t e t h e r a t h e r l o w c o r r e l a t i o n c o e f fi c i e n t (0 . 7 2 ) . T h e l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l o f t h e
u n fi l t e r e d s t o c k (c l o s e d m a r k e r s ) w a s n o t a b l e t o fi t t h e e x p e r im e n t a l d a t a . T h e r a t e c o n s t a n t s
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c a l c u l a t e d f r o m t h e s l o p e s o f b o t h l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l s s h o w n i n t h e f i g u r e a n d t h e i r
c o r r e s p o n d i n g s t a n d a r d e r r o r s w e r e f o u n d t o b e 0 . 0 1 3 ± 0 . 0 0 4 a n d 0 . 0 2 ± 0 . 0 5 f o r t h e
m g x r m n
f i l t e r e d a n d u n f i l t e r e d s t o c k c u l t u r e s , r e s p e c t i v e ly . T h e e s t i m a t e d v a lu e f o r t h e u n f i l t e r e d s t o c k
c u l t u r e s a g r e e d w i t h t h e e s t i m a t e f r o m p r i o r e x p e r im e n t s w i t h i n e x p e r i m e n t a l u n c e r t a i n t y , b u t t h e
v a l u e f o r t h e fi l t e r e d s t o c k c u l t u r e s w a s m u c h s l o w e r . P o s s i b l e e x p l a n a t i o n s f o r t h i s o b s e r v a t i o n
a r e d i s c u s s e d i n s e c t i o n 5 . 2 o f t h i s r e p o r t .
0
B ^^ _ _^
o
"
- A - -
- i f
-
O [ d i s s C u ] = 0 1 m g / L; F i l t e r e d
A [ d i 55 C u ] = l m g / L , F il t e r e d
• I d i s s C u |= 0 1 m g / L; U n f i l t e r e d
A t d i s s C u l = l m g / L ; U n f i l t e r e d
F i lt e r e d t r e n d : lo g (N / N 0 )= - 0 0 0 5 5 * C T; R' ' 2 = 0 7 2
U n f i l t e r e d t r e n d : lo g (N / M 0 )= - 0 0 1 O4 * C T ; R " 2 = 0 0 4
1 0 0 1 50
C T [m g * m i n / L ]
F i g u r e 1 5 : R e l a t i o n s h i p b e t w e e n s u r v i v a l r a t i o a n d C t o f fi l t e r e d a n d u n fi l t e r e d M S - 2 s t o c k s
4 . 4 . 2 R e g r e s s i o n M o d e l s
T a b l e 10 s u m m a r i z e s t h e c o n t a c t t i m e s w h e r e 2 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f e a c h o r g a n i s m w a s o b s e r v e d
d u r i n g t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s . A t im e i s n o t i n c l u d e d i n t h e t a b l e f o r P a e r u g i n o s a a t
0 . 3 m g /L [ d i s s C u ] b e c a u s e 2 l o g i o i n a c t i v a t i o n w a s n o t o b s e r v e d o v e r t h e e x p e r im e n t a l du r a t i o n
a t t h i s d o s e .
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T a b l e 1 0 : E x p e r i m e n t a l t i m e t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n
O r g a n i s m
t g g o / , [ m i n ]
C = 0 . 3 m g / L C = l m g / L
E . c o li B 2 3 4 15 6
P. a e r u g i n o s a N A 2 5 8
M S - 2 1 4 4 0 2 1 0
T h e c a l c u l a t e d m o d e l p a r a m e t e r s , g o o d n e s s
- o f - f i t e s t im a t e s
,
a n d c o r r e s p o n d i n g t im e s t o 9 9
p e r c e n t i n a c t i v a t i o n f o r t h e C h i c k - W a t s o n a n d H o m m o d e l s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 1 a n d
T a b l e 12 . M S- 2 d a t a w e r e a l s o fi t t o t h e O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l . T h e c a l c u l a t e d m o d e l
p a r a m e t e r s , g o o d n e s s - o f - fi t e s t im a t e s , a n d c o r r e s p o n d i n g t i m e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n f o r t h i s
m o d e l a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 3 .
T a b l e 1 1 : T i m e t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n , m o d e l p a r a m e t e r s , a n d g o o d n e s s - o f - fi t e s t i m a t e s f o r C h i c k - W a t s o n
m o d e l s
O r g a n i s m
C h i c k - W a t s o n ; l n ( N/ N o ) = - k C
"
t
" g s ' / o [ m i n ]
C = 0 3 m g / L C = l m g / L
l n ( k ) ± S E
(p v a l u e )
n ± S E
(p v a l u e )
M e a n Re s S E R e s
E . c o l i B 1 4 7 1 0 2
- 3 . 1 ± 0 2
( < 0 . 0 0 0 1 * )
0 . 3 ± 0 . 2
(0 . 1 6 )
l O O E - 0 9 0 18 0 2 3
P a e r u g i n o s a 9 4 3 4 5 8
- 4 6 ± 0 4
( < 0 0 0 0 1 * )
0 6 ± 0 4
( 0 . 1 5 )
- l . l OE - 0 9 0 3 1 0 . 2 8
MS - 2 2 8 4 2 5 1
- 4 . 0 ± 0 . 3
( < 0 0 0 0 1 * )
0 1 ± 0 . 3
( 0 . 6 1 )
2 7 0 E - 0 9 0 . 2 5 0 0 2
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T a b le 1 2 : T im e t o 9 9 p e r c e n t i n a c t h a t i o n , m o d e l p a r a m e t e r s , a n d g o o d n e s s
- o f - fi t e s t i m a t e s f o r H o m m o d e l s
O r g a n i s m
H o m ; i n ( N / N o ) = - k C
"
t
"
t 9 9 % [m i n ]
C = 0 3 m g / L C = l m g / L
l n ( k ) ± S E
(p v a l u e )
n ± S E
{p v a l u e )
m ± S E
( p v a l u e )
M e a n R e s S E R e s
E c o l i B 2 9 3 1 8 8
- 1 3 ± 0 4
(0 0 1 6 * )
0 2 ± 0 1
( 0 0 7 3 )
0 5 4 ± 0 0 9
( 0 0 0 0 6
* )
1 6 0 E - 1 6 0 2 6 0 8 4
P a e r u g i n o s a 7 2 8 3 7 8
- 5 ± 2
( 0 0 6 2 )
0 6 ± 0 5
( 0 2 3 )
1 1 ± 0 4
( 0 0 4
*
)
- l O O E - 1 5 0 3 1 0 7
M S - 2 5 6 0 4 2 9
- 1 2 ± 0 4
(0 0 1 2 * )
O l i O . l
( 0 2 7 )
0 4 5 ± 0 0 8
(< 0 . 0 0 0 1 * )
- 1 7 0 E - 1 6 0 1 1 0 7 5
T a b l e 13 : T i m e t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n , m o d e l p a r a m e t e r s , a n d g o o d n e s s - o f - f i t e s t i m a t e s f o r O n e H i t - T w o
P o p u l a t i o n m o d e l
O r g a n i s m
O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n ; N / N o = f i e x p ( - k i C t )+ f 2 e x p ( - k 2 C t )
t 9 9 o/ „ [ m i n ]
C = 0 3 m g / L C = l m g / L
k , ± S E k , ± S E M e a n R e s S E Re s
M S - 2 6 1 4 1 8 4 0 6 0 4 ± 0 4 0 4 0 0 2 ± 0 . 0 1 4 9 2 E - 0 4 0 0 3
T h o u g h t h e H o m m o d e l p r o d u c e d m e a n r e s i d u a l v a l u e s f o r a l l t h r e e o r g a n i s m s t h a t w e r e a t l e a s t
s i x o r d e r s o f m a g n i t u d e l e s s t h a n t h o s e o f t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l , t h e m e a n r e s i d u a l v a l u e s o f
b o t h m o d e l s a g r e e d w i t h z e r o w i t h i n t h e c o r r e s p o n d i n g r a n g e o f s t a n d a r d e r r o r T h i s i n d i c a t e s
t h a t b o t h m o d e l s w e r e a b l e t o fi t t h e e x p e r im e n t a l d a t a t o a n a c c e p t a b l e d e g r e e T h e c o r r e l a t i o n
c o e f fi c i e n t s o f t h e H o m m o d e l s w e r e m u c h h i g h e r t h a n t h o s e o f t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l s
b e c a u s e t h e y w e r e a b l e t o a c c o u n t f o r t h e t a i l i n g a n d s h o u l d e r i n g t r e n d s t h a t w e r e o b s e r v e d i n t h e
e x p e r im e n t a l d a t a . T h i s i s s u p p o r t e d b y t h e s t a n d a r d e r r o r s o f t h e r e s i d u a l s a s w e l l . Si n c e s m a l l e r
v a l u e s o f s t a n d a r d e r r o r c o r r e s p o n d t o a b e t t e r m o d e l f i t
' ^ °
,
t h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e H o m
m o d e l w a s a b l e t o b e t t e r a b l e t o fi t t h e M S- 2 s u r v i v a l d a t a t h a n t h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l
,
p o s s i b ly b e c a u s e i t w a s a b l e t o a c c o u n t f o r t a i l i n g . H o w e v e r , t h e s e o b s e r v a t i o n s d o n o t
n e c e s s a r i l y m e a n t h a t t h e H o m m o d e l p r o v i d e d t h e b e s t e s t im a t e s f o r t h e r a t e c o n s t a n t s I t w a s
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n e c e s s a r y t o e v a l u a t e t h e t im e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n e s t im a t e d b y t h e m o d e l b e f o r e
c o n c l u s i o n s r e g a r d i n g g o o d n e s s o f f i t c o u l d b e v a l i d a t e d .
T h e e s t i m a t e d p a r a m e t e r s f o r t h e O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l i n d i c a t e t h a t o n e
s u b p o p u l a t i o n , c o m p r i s i n g o f 6 0 p e r c e n t t h e t o t a l , h a d a n i n a c t i v a t i o n r a t e o f 0 . 4 ± 0 . 4
m g x m i n
w h i l e a n o t h e r s u b p o p u l a t i o n c o m p o s e d o f t h e r e m a i n i n g 4 0 p e r c e n t h a d a n i n a c t i v a t i o n r a t e o f
0 . 0 2 ± 0 . 0 1 — ■ Wh i l e t h e m o d e l a p p e a r e d t o e x h i b i t s t r o n g g o o d n e s s o f fi t b e c a u s e o f i t s
m g x m i n
l o w s t a n d a r d e r r o r o f r e s i d u a l s , t h e r e l i a b i l i t y o f t h e e s t im a t e d r a t e c o n s t a n t s a l s o d e p e n d s o n
h o w w e l l t h e m o d e l w a s a b l e t o p r e d i c t t i m e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n .
T h e r a t e c o n s t a n t s e s t i m a t e d w i t h t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l (0 . 0 4 5 ± 0 . 0 0 9 , 0 . 0 10 ± 0 . 0 04 , 0 . 0 18
± 0 . 0 0 5 f o r E c o l i B , P a e r u g i n o s a , a n d M S - 2 , r e s p e c t i v e l y ) w e r e s i m i l a r t o b u t
m g x m i n
g e n e r a l l y l e s s t h a n t h o s e c a l c u l a t e d fr o m th e e x p o n e n t i a l m o d e l s h o w n i n F i g u r e 1 1, F i g u r e 12 ,
a n d F i g u r e 13 (0 0 7 ± 0 0 1, 0 . 0 12 ± 0 . 0 0 1, a n d 0 . 0 4 0 ± 0 . 0 0 5 , r e s p e c t i v e l y ) . T h e
m g x m i n
e s t i m a t e s o f r a t e c o n s t a n t f o r P a e r u g i n o s a f r o m b o t h m o d e l s a n d f r o m t h e e x p o n e n t i a l m o d e l
a g r e e w i t h i n t h e i r e x p e r i m e n t a l u n c e r t a i n t i e s . H o w e v e r , t h e r a t e c o n s t a n t s f o r E . c o l i B a n d M S - 2
i n a c t i v a t i o n e s t im a t e d w i t h t h e H o m m o d e l (0 . 3 ± 0 1 a n d 0 . 3 ± 0 . 1 , r e s p e c t i v e l y ) ,
m g x m i n
w e r e m u c h d i f f e r e n t t h a n t h e e x p o n e n t i a l a n d C h i c k - W a t s o n m o d e l e s t i m a t e s . L i k e w i s e , t h e O n e
H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l e s t i m a t e d a r a p i d i n i t i a l r a t e c o n s t a n t f o r M S - 2 (0 . 4 ± 0 . 4 )
m g x m i n
t h a t d i d n o t a g r e e w i t h t h e e s t im a t e s f r o m t h e e x p o n e n t i a l a n d C h i c k - W a t s o n m o d e l s I n t h e s e
c a s e s
,
t h e H o m a n d O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l s p r e d i c t e d t h e i n a c t i v a t i o n r a t e o f t h e
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r e s p e c t i v e m i c r o o r g a n i s m s t o s p e e d u p b y o v e r a n o r d e r o f m a g n i t u d e f r o m t h e r a t e s e s t im a t e d
b y t h e e x p o n e n t i a l a n d C h i c k - W a t s o n m o d e l s . T h i s d i s c r e p a n c y i s l i k e l y t h e r e s u l t o f s l i g h t
t a i l i n g i n t h e E c o l i B e x p e r i m e n t a l d a t a a n d o f s i g n i f i c a n t t a i l in g i n t h e M S - 2 e x p e r i m e n t a l d a t a .
W h e n t h e t a i l i n g e f f e c t s a r e n o t t a k e n i n t o a c c o u n t , t h e s l o p e o f t h e l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l w i l l
b e l e s s s t e e p a n d t h e e s t im a t e d r a t e c o n s t a n t w i l l b e l e s s .
T h e e s t im a t e d c o e f f i c i e n t s o f d i l u t i o n f o r e a c h m i c r o o r g a n i s m r e m a i n e d r e l a t i v e l y u n c h a n g e d
b e t w e e n m o d e l s T h e v a l u e f o r P a e r u g i n o s a w a s f o u n d t o a g r e e w i t h u n i t y w i t h i n i t s
e x p e r i m e n t a l u n c e r t a i n t y . F o r t h i s r e a s o n , i t a p p e a r s t h a t i n c r e m e n t a l i n c r e a s e s i n m e t a l
c o n c e n t r a t i o n l e a d t o i n c r e m e n t a l d e c r e a s e s i n c o n t a c t t im e r e q u i r e d t o a c h i e v e a g i v e n l e v e l o f
i n a c t i v a t i o n o f P a e r u g i n o s a T h e r e f o r e , t h e C t v a l u e c o r r e s p o n d i n g t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n
o f P a e r u g i n o s a i s l i k e l y t o r e m a i n c o n s t a n t . T h e c o e f f i c i e n t s o f d i l u t i o n f o r E . c o l i B a n d M S - 2
w e r e f o u n d t o b e l e s s t h a n o n e . B e c a u s e t h e e f f e c t o f m e t a l i o n c o n c e n t r a t i o n o n t h e i n a c t i v a t i o n
o f t h e s e o r g a n i s m s d e c r e a s e s w i t h c o n t a c t t i m e , i t i s n o t l i k e l y t h a t t h e C t v a lu e c o r r e s p o n d i n g t o
9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n w i l l r e m a i n c o n s t a n t .
T h e m p a r a m e t e r s l i s t e d i n T a b l e 12 ( 0 . 4 5 ± 0 . 0 8 a n d 0 . 5 4 ± 0 . 0 9 f o r M S- 2 a n d E c o l i B ,
r e s p e c t i v e l y ) i n d i c a t e t h a t t h e l o g a r i t h m i c i n a c t i v a t i o n c u r v e o f M S - 2 s h o w s m o r e t a i l i n g t h a n
t h a t o f E c o l i B b e c a u s e t h e v a l u e i s f u r t h e r a w a y f r o m u n i t y T h e l o g a r i t h m i c i n a c t i v a t i o n c u r v e
o f P . a e r u g in o s a i s l i n e a r s i n c e t h e m p a r a m e t e r f o r t h e o r g a n i s m ( 1 . 1 ± 0 4 ) a g r e e s w i t h u n i t y
w i t h i n i t s e x p e r im e n t a l u n c e r t a i n t y .
T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l u n d e r p r e d i c t e d t h e t im e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f £
"
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a n d 5 0 m i n u t e s w i t h 0 . 3 a n d 1 m g / L [d i s s C u ] , r e s p e c t i v e l y , p r e s u m a b l y b e c a u s e i t w a s n o t a b l e
t o a c c o u n t f o r t a i l i n g i n t h e d a t a A l t h o u g h t h e H o m m o d e l w a s a b l e t o a c c o u n t f o r t a i l i n g , i t
a p p e a r s t o h a v e o v e r - c o m p e n s a t e d fo r t h e p h y s i c a l p h e n o m e n o n b e c a u s e i t o v e r p r e d i c t e d t h e
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t im e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f £
■
. c o l i B b y 6 0 a n d 3 0 m i n u t e s w i t h 0 . 3 a n d 1 m g /L [ d i s s C u ] ,
r e s p e c t i v e l y . T h e C h i c k
- W a t s o n a n d H o rn m o d e l s o v e r p r e d i c t e d t h e t im e s t o 9 9 p e r c e n t
i n a c t i v a t i o n o f P a e r u g i n o s a w i t h 1 m g /L [ d i s s C u ] b y 2 0 0 a n d 12 0 m i n u t e s , r e s p e c t i v e l y . T h e
C h i c k - W a t s o n a n d H o rn m o d e l s o v e r p r e d i c t e d t h e t i m e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f M S- 2 w i t h
1 m g /L [d i s s C u ] b y 4 0 a n d 2 18 m i n u t e s , r e s p e c t i v e l y . T h e O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l u n d e r
p r e d i c t e d t h e t im e t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f M S
- 2 w i t h 1 m g /L [d i s s C u ] b y 2 6 m i n u t e s . T h e
im p H c a t i o n s o f t h e s e p r e d i c t i o n s a r e e x p l o r e d f u r t h e r i n t h e d i s c u s s i o n o f t h i s r e p o r t .
F i g u r e 16 a n d F i g u r e 17 i l l u s t r a t e t h e p e r f o r m a n c e o f t h e Ch i c k - W a t s o n a n d H o m m o d e l s a t
f i t t i n g e x p e r im e n t a l d a t a f o r E . c o l i B a n d P a e r u g i n o s a , r e s p e c t i v e l y . F i g u r e 18 i l l u s t r a t e s t h e
p e r f o r m a n c e o f t h e C h i c k - W a t s o n , H o m , a n d O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l s a t f i t t i n g
e x p e r im e n t a l d a t a f o r M S - 2 . T h e p l o t s o f o b s e r v e d s u r v i v a l r a t i o s v e r s u s t h o s e c a l c u l a t e d b y
e a c h m o d e l , a l s o k n o w n a s r e s i d u a l s p l o t s , a r e u s e f u l f o r o b s e r v i n g m o d e l b e h a v i o r o v e r t h e
e x p e r im e n t a l r a n g e . D a t a p o i n t s t h a t l i e b e l o w t h e l i n e o f u n i t y s l o p e r e p r e s e n t o v e r p r e d i c t e d
s u r v i v a l r a t i o s a n d t h o s e t h a t l i e a b o v e r e p r e s e n t u n d e r p r e d i c t e d s u r v i v a l r a t i o s D a t a p o i n t s t h a t
l i e c l o s e t o t h e l i n e o f u n i t y s l o p e i n d i c a t e a g r e e m e n t b e t w e e n o b s e r v e d a n d c a l c u l a t e d s u r v i v a l
r a t i o s . T h e e r r o r b a r s o n t h e o b s e r v e d d a t a p o i n t s i n t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e p l o t s r e p r e s e n t t h e
s t a n d a r d d e v i a t i o n o f e x p e r i m e n t a l d a t a . F i g u r e 1 9 i l l u s t r a t e s t h e a b i l i t y o f t h e H o m m o d e l t o fi t
e x p e r im e n t a l d a t a f o r a l l t h r e e m i c r o o r g a n i s m s .
T h o u g h b o t h m o d e l s w e r e a b l e t o fi t e x p e r im e n t a l d a t a f o r E c o l i B w h e n t h e s u r v i v a l r a t i o w a s
s m a l l l a t e i n t h e i n a c t i v a t i o n p r o c e s s , t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l a p p e a r s t o d e v i a t e f r o m
e x p e r im e n t a l d a t a a t s u r v i v a l r a t i o s g r e a t e r t h a n 0 3 . T h e s e o v e r p r e d i c t i o n s a t h i g h s u r v i v a l
r a t i o s a r e l i k e l y d u e t o t h e m o d e l
'
s i n a b i l i ty t o a c c o u n t f o r i n i t i a l t a i l i n g i n t h e d a t a . T h e u n d e r
p r e d i c t i o n s i n t h e r e s i d u a l p l o t a r e l i k e l y t h e r e s u l t o f i n s t a n c e s w h e n t h e m o d e l f a i l e d t o a c c o u n t
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f o r t a i l i n g l a t e i n t h e e x p e ri m e n t , a s i l l u s t r a t e d i n F i g u r e 16 (b ) . T h e m o d e l s a p p e a r t o c o n s i s t e n t l y
f i t t h e e x p e r im e n t a l d a t a f o r P a e r u g i n o s a . A l l o f t h e d a t a p o i n t s i n F i g u r e 1 7 (a ) l i e c l o s e t o t h e
l i n e o f u n i t y s l o p e a n d t h e c o r r e s p o n d i n g p o i n t s f o r e a c h m o d e l l i e a lm o s t o n t o p o f e a c h o t h e r .
T h e r e s i d u a l s p l o t f o r M S - 2 (F i g u r e 1 8 (a ) ) r e v e a l s t h a t t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l c o n s i s t e n t l y
o v e r p r e d i c t e d s u r v i v a l r a t i o s b e c a u s e t h e d a t a p o i n t s c o r r e s p o n d i n g t o t h e m o d e l a l l l i e b e l o w
t h e l i n e o f u n i t y s l o p e . T h e f i g u r e a l s o s h o w s t h a t t h e H o m a n d O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l s
o v e r p r e d i c t e d i n i t i a l s u r v i v a l r a t i o s (d a t a p o i n t s l i e a b o v e t h e l i n e o f u n i t y s l o p e a t s u r v i v a l r a t i o s
a t a n d a b o v e 0 . 3 ) a n d u n d e r p r e d i c t e d M S - 2 s u r v i v a l r a t i o s l a t e i n t h e i n a c t i v a t i o n e x p e r im e n t
(d a t a p o i n t s l i e b e l o w t h e l i n e o f u n i t y s l o p e a t s u r v i v a l r a t i o s l e s s t h a n a b o u t 0 . 3 ) .
T a b l e 14 s u m m a r i z e s t h e C h i c k - W a t s o n p a r a m e t e r s f o r M S - 2 t h a t w e r e r e - e s t im a t e d w i t h d a t a
f r o m f i l t e r e d M S - 2 c u l t u r e s . F i g u r e 2 0 i l l u s t r a t e s t h e p e r f o r m a n c e o f t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l a t
f i t t i n g e x p e r im e n t a l d a t a f o r i n a c t iv a t i o n o f t h e f i l t e r e d M S- 2 c u l t u r e s . T h e r a t e c o n s t a n t s
c a l c u l a t e d f r o m t h e Ch i c k - Wa t s o n m o d e l a n d t h e i r c o r r e s p o n d i n g s t a n d a r d e r r o r s w e r e f o u n d t o
b e 0 . 0 0 7 ± 0 . 0 0 3 a n d 0 02 ± 0 . 0 2 f o r t h e f i l t e r e d a n d u n f i l t e r e d s t o c k s
,
r e s p e c t i v e l y .
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F i g u r e 2 0 (a ) s h o w s t h a t t h e m o d e l c o n s i s t e n t l y u n d e r p r e d i c t e d s u r v i v a l r a t i o s o f t h e f i l t e r e d M S-
2 s t o c k b e c a u s e a l l b u t o n e o f t h e d a t a p o i n t s l i e a b o v e t h e l i n e o f u n i t y s l o p e T h i s i s e v i d e n t i n
F i g u r e 2 0 (b ) , w h e r e t h e o b s e r v e d l o g s u r v i v a l r a t i o s a r e c o n s i s t e n t l y b e l o w t h e p r e d i c t e d C h i c k -
Wa t s o n m o d e l t r e n d s .
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F i g u r e 2 0 : M o d e l p e r f o r m a n c e f o r f i l t e r e d M S - 2 s t o c k c u l t u r e b y (a ) r e s i d u a l s p l o t o f o b s e r v e d a n d c a l c u l a t e d s u r v i v a l r a t i o s a n d ( b ) c a l c u l a t e d
i n a c t i v a t i o n c u r v e s a t d o s e s o f 0 . 3 m g / L a n d I m g / L [d i s s C u ]
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4 . 4 . 3 D i s i n f e c t a n t D o s e s a n d C o n t a c t T i m e s R e q u i r e d f o r 9 9 P e r c e n t I n a c t i v a t i o n
o f T e s t M i c r o b e s w i t h C o p p e r a n d O t h e r D i s i n f e c t a n t s
I t h a s b e e n s h o w n t h a t t h e m a t h e m a t i c a l p r o d u c t o f [ d i s s C u ] (i n m g / L ) a n d c o n t a c t t im e (i n
m i n u t e s ) r e q u i r e d t o a c h i e v e 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f t h e t h r e e t e s t o r g a n i s m s i s n o t H k e l y t o
r e m a i n c o n s t a n t f o r a l l m e t a l c o n c e n t r a t i o n s a n d c o n t a c t t im e s t e s t e d . H o w e v e r , t h e r e l a t i o n s h i p
b e t w e e n t h e t w o p a r a m e t e r s c a n b e p l o t t e d a n d o b s e r v e d . T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n d i s i n f e c t a n t
c o n c e n t r a t i o n a n d c o n t a c t t im e i s g e n e r a l l y l i n e a r o n a l o g a r i t h m i c p l o t a n d i s a f u n c t i o n o f t h e
t y p e o f m i c r o o r g a n i s m , p H , t e m p e r a t u r e , f o r m o r t y p e o f d i s i n f e c t a n t , a n d e x t e n t o f
i n a c t i v a t i o n ' ^ ' . F i g u r e 2 1 s h o w s t h e c o n c e n t r a t i o n - t i m e r e l a t i o n s h i p s f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n
o f £
■
c o l i B (c u r v e 1) , P a e r u g i n o s a (c u r v e 2 ) a n d M S - 2 (c u r v e 3 ) w i t h c o p p e r (I l ) a t 1 8
°
C a n d
p H 7 . 2 i n r e l a t i o n t o i n a c t i v a t i o n o f o t h e r h e a l t h - r e l a t e d m i c r o b e s b y o t h e r d i s i n f e c t a n t s f r o m t h e
l i t e r a t u r e . T h e t r e n d l i n e s i n t h e f i g u r e f o r t h e t e s t m i c r o b e s a n d c o p p e r i o n c o n c e n t r a t i o n s o f t h i s
s t u d y w e r e c a l c u l a t e d u s i n g e s t im a t e d p a r a m e t e r s f o r t h e fi r s t - o r d e r C h i c k - W a t s o n m o d e l in
o r d e r t o m i n im i z e s y s t e m a t i c e r r o r T h i s fi g u r e i s a u s e f u l t o o l f o r i d e n t i f y i n g C t v a l u e s t h a t
c o r r e s p o n d t o s p e c i f i c m e t a l i o n c o n c e n t r a t i o n s a n d c o n t a c t t im e s r e q u i r e d t o a c h i e v e 9 9 p e r c e n t
i n a c t i v a t i o n o i E . c o l i B
,
P . a e r u g i n o s a , a n d M S - 2 i n t h i s s t u d y i n c o m p a r i s o n w i t h t h e C t v a l u e s
o f o t h e r m i c r o o r g a n i s m s a c h i e v e d b y o t h e r d i s i n f e c t a n t s . T h e im p l i c a t i o n s t h a t s u c h p e r f o r m a n c e
c o m p a r i s o n s o f d i f f e r e n t d i s i n f e c t a n t s f r o m F i g u r e 2 1 h a v e o n t h e d e s i g n o f d i s i n f e c t i o n
p r o c e s s e s a r e d i s c u s s e d f u r t h e r i n t h e n e x t c h a p t e r o f t h i s r e p o r t .
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F ig u r e 2 1 : C o n c e n t r a t i o n - t i m e r e l a t i o n s h i p s fo r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f v a r i o u s m i c r o o r g a n i s m s b y v a r i o u s
d i s i n f e c t a n t s (A da p t e d f r o m : W a t e r Q u a l i ty a n d T r e a t m e n t
' ^ ^
) ( 1) E . c o l l B ; c o p p e r (I I ) , 18 ° C , p H 7 . 2 . ( 2 ) P .
a e r u g i n o s a ; c o p p e r (I I ), 18
°
C , p H 7 . 2 . ( 3 ) M S - 2 ; c o p p e r ( I I ), 18
°
C , p H 7 . 2 . (4 ) E . c o l i
^ "
; c o m b in e d c h l o r i n e , 3
t o 5 ° C
, p H 7 . (5 ) G ia r d i a l a m b l i a
^ ^
; f r e e c h l o r i n e , 5
° C . ( 6 ) P o l i o v i r u s 1 (M a h o n e y )
' ^ ^ o z o n e , 2 0 ° C , p H 7 . 2 . (7 )
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^ ^
; o z o n e , 5
° C , p H 7 . ( 8 ) E . c o l i
^ ^
; f r e e c h l o r i n e , 2 t o 5
° C , p H 8 . 5 . (9 ) E . c o l i
^ ^ ^
; f r e e c h l o r i n e , 2 0
t o 2 5 ° C , p H 8 . 5 . ( 10 ) P o l i o v i r u s 1 (M a h o n e y )
' * ^ f r e e c h l o r i n e , 2 ° C , p H 6 .
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O n e o f t h e p ri m a r y o bj e c t i v e s o f t h i s p r o j e c t w a s t o d e t e r m i n e t h e e f f i c a c y o f u s i n g c o p p e r i o n s
a s a s e c o n d a r y d i s i n f e c t a n t f o r s t o r e d dr i n k i n g w a t e r . T h e WH O c l a s s i fi e s P O U t e c h n o l o g i e s t h a t
a r e c a p a b l e o f a c h i e v i n g > 2 l o g i o r e du c t i o n s o f C j ej u n i i n u n t r e a t e d w a t e r a s
"
p r o t e c t i v e
"
T h i s c l a s s i fi c a t i o n i s d e fi n e d b y t h e a b i l i t y o f t h e t e c h n o l o g y t h a t m e e t s t h e p e r f o r m a n c e t a r g e t t o
a c h i e v e a n i n t e r m e d i a t e h e a l t h r i s k - b a s e d t a r g e t o f l O
"
D A L Y s p e r p e r s o n / y e a r . A d i s i n f e c t a n t
t h a t i s c l a s s i f i e d i n t h i s i n t e r m e d i a t e c a t e g o r y , o n e t h a t i s c a p a b l e o f a c h i e v i n g a 2 l o g i o o r g r e a t e r
r e d u c t i o n o f b a c t e r i a a n d v i r u s e s o v e r a t l e a s t a 1 2 - h o u r p e r i o d a t c o n c e n t r a t i o n s t h a t a r e n o n ¬
t o x i c t o p e o p l e , h a s t h e p o t e n t i a l t o e f f e c t i v e l y p r o t e c t s t o r e d w a t e r a n d r e du c e t h e r i s k o f
w a t e r b o m e e x p o s u r e t o d i s e a s e - c a u s i n g p a t h o g e n s . B a s e d o n t h i s c r i t e ri a , i o n i c c o p p e r h a s b e e n
s h o w n t o b e a n a d e q u a t e d i s i n f e c t a n t f o r s t o r e d dr i n k i n g w a t e r i n a m o d e l s y s t e m u n d e r
c o n t r o l l e d c o n d i t i o n s a t a d o s e o f > 0 . 3 m g / L , w e l l b e l o w t h e 2 m g / L WH O g u i d e l i n e v a l u e f o r
d ri n k i n g w a t e r . A p p r e c i a b l e r e d u c t i o n s o f E . c o l i B , P a e r u g i n o s a , a n d M S- 2 t h a t g e n e r a l l y
i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s i n g d o s e w e r e o b s e r v e d . T h e m a x im u m r e d u c t i o n o f M S- 2 c o l i p h a g e
o c c u r r e d a f t e r 6 h o u r s w i t h 1 m g/ L [ d i s s C u ] a n d w a s 2 . 4 l o g i o . A l t h o u g h t h e m a x im u m
r e du c t i o n s o f E c o l i B a n d P a e r u g i n o s a (8 . 5 l o g i o a n d 3 6 l o g i o , r e s p e c t i v e l y ) o c c u r r e d a f t e r 6
h o u r s w i t h 3 m g / L [d i s s C u ] , s t a t i s t i c a l l y s i m i l a r r e d u c t i o n s w e r e o b s e r v e d w i t h 1 m g / L [d i s s C u ] .
5 , 1 D I SI N F E C T I ON O F B A C TE R I A
B o th b a c t e r i a l r e a c t i o n s a p p e a r e d t o f o l l o w e x p o n e n t i a l k i n e t i c s . T a b l e 1 5 s u m m a r i z e s t h e r a t e
c o n s t a n t s f o r in a c t i v a t i o n o f t h e t e s t o r g a n i s m s t h a t w e r e d e r i v e d m a t h e m a t i c a l l y d u r i n g t h i s
s t u d y . T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l w a s a b l e t o p r o v i d e b e s t e s t im a t e s o f r a t e c o n s t a n t s f o r
i n a c t i v a t i o n o f E c o l i B a n d P a e r u g i n o s a w i t h [ d i s s C u ] w h i c h w e r e 0 . 0 4 5 ± 0 . 0 0 9 a n d
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0 . 0 1 0 ± 0 0 0 4 , r e s p e c t iv e l y . P a e r u g i n o s a w a s s h o w n t o b e i n a c t i v a t e d l e s s r a p i d l y
m g x m i n
t h a n E . c o l i B w i t h [ d i s s C u ] . T h o u g h b o t h o r g a n i s m s a r e g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a a n d h a v e
fu n c t i o n a l s im i l a r i t i e s , i t i s l i k e l y t h a t P a e r u g i n o s a i s m o r e r e s i l i e n t a n d s h o u l d h a v e a s l o w e r
i n a c t i v a t i o n r a t e t h a n E c o l i . T h e o r g a n i s m h a s b e e n s h o w n t o b e l e s s v u l n e r a b l e t o h o s p i t a l
s u r f a c e d i s i n f e c t a n t s
^ " ' *
a n d t o e x h i b i t d i f f e r e n t l i g a n d b i n d i n g b e h a v i o r
' ^ ^
t h a n E c o l i I t i s a l s o
p o s s i b l e t h a t P . a e r u g i n o s a m a y e x h i b i t g e n e t i c a l l y d e r i v e d r e s i s t a n c e t o [ d i s s C u ] .
T a b l e 15 : S u m m a r y o f m a t h e m a t i c a l l y d e r i v e d r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f b a c t e r i a
O r g a n i s m
E . c o li B
P . a e r u g i n o s a
R a t e C o n s t a n t
,
k
[ L / m g * m l n ]
0 0 4 5 ± 0 . 0 0 9
0 . 0 1 0 ± 0 . 0 0 4
M o d e l
C h ic k - W a t s o n
C h ic k - W a t s o n
T h e r e h a v e b e e n v e r y f e w s t u d i e s t h a t o b s e r v e d i n a c t i v a t i o n o f b a c t e r i a b y [d i s s C u ] a l o n e , a n d
n o n e h a v e r e p o r t e d r a t e c o n s t a n t s f o r t h e i n a c t i v a t i o n d a t a . S t r a u b e t a l . r e p o r t e d m in i s c u l e l o g i o
r e d u c t i o n s o f E c o l i w i t h 0 3 8 m g /L [d i s s C u ] (0 . 8 m g / L a s C U C I2 ) a f t e r 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t
t i m e b u t d i d n o t r e p o r t r a t e c o n s t a n t s f o r s u c h s m a l l r e d u c t i o n s
' '^ °
. B e c a u s e t h e e x p e r im e n t s i n t h e
s t u dy w e r e c o n d u c t e d o v e r m u c h s h o r t e r du r a t i o n s a n d a t l o w e r [ d i s s C u ] t h a n t h e e x p e r i m e n t s
d e s c r i b e d i n t h i s r e p o r t , t h e r e s u l t s d o n o t n e c e s s a r i l y d i s a g r e e w i t h t h o s e r e p o r t e d h e r e L i n e t a l .
o b s e r v e d t h a t 6 l o g i o r e d u c t i o n i n L p n e u m o p h i l a c o u l d b e a c h i e v e d i n 1 . 5 h o u r s w i t h a r a n g e o f
[d i s s C u ] f r o m 0 2 t o 0 8 m g/ L a n d t h a t 2 . 5 h o u r s a n d 2 4 h o u r s w e r e r e qu i r e d t o a c h i e v e t h e s a m e
r e d u c t i o n s w i t h [ d i s s C u ] 0 . 1 m g /L a n d 0 0 5 m g / L , r e s p e c t i v e l y
' ^ '
. T h e s e b a c t e r i a l i n a c t i v a t i o n
r e s u l t s a r e w i t h i n t h e r a n g e o f t h o s e r e p o r t e d f o r E c o l i B a n d P a e r u g i n o s a i n t h i s r e p o r t
I n g e n e r a l , [d i s s C u ] a p p e a r s t o i n a c t i v a t e b a c t e r i a a t m u c h s l o w e r r a t e s t h a n o t h e r d i s i n f e c t a n t s .
T h i s m e a n s t h a t [d i s s C u ] r e q u i r e s l o n g e r c o n t a c t t im e s a n d h i gh e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n o t h e r
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d i s i n f e c t a n t s t o a c h i e v e t h e s a m e l e v e l o f i n a c t i v a t i o n . T a b l e 16 s u m m a r i z e s r a t e c o n s t a n t s f o r
i n a c t i v a t i o n o f E . c o l i w it h v a r i o u s d i s i n f e c t a n t s t h a t h a v e b e e n p u b l i s h e d i n t h e l i t e r a t u r e T h e
r a t e c o n s t a n t f o r i n a c t i v a t i o n o f E c o l i w i t h [ d i s s C u ] r e p o r t e d i n t h i s s t u d y w a s a l m o s t t w o
o r d e r s o f m a g n i t u d e l e s s t h a n t h a t w i t h f r e e c h l o r i n e o r c h l o r i n e d i o x i d e a s o b s e r v e d b y
B u t t e r fi e l d e t a l .
' ^ ^
a n d Sc a r p i n o e t a l
' *" ^
,
r e s p e c t i v e l y . F ig u r e 2 1 i l l u s t r a t e s t h i s p h e n o m e n o n b y
s h o w i n g t h a t t h e c o n c e n t r a t i o n - t im e r e l a t i o n s h i p f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f E . c o l i w i t h
[d i s s C u ] (c u r v e 1) i s c o n s i s t e n t l y h i g h e r t h a n t h a t o f f r e e c h l o r i n e (c u r v e s 8 a n d 9 ) .
T a b l e 1 6 : R a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f E . c o l i w i t h v a r i o u s d i s i n f e c t a n t s b a s e d o n d a t a i n t h e l i t e r a t u r e
(S o u r c e : C r i t t e n d e n e t a l . 2 0 0 5
^ ' '
)
D i s i n f e c t a n t
Fr e e C h l o r i n e
C o m b i n e d C li l o r i n e
C h lo r i n e D i o x i d e
O z o n e
R a t e C o n s t a n t , k
[ L / m g * m i n ]
3 . 7 5
0 . 0 3 2 7
3 . 3
8 3 3 0
S o u r c e
B u t t e r f i e ld e t a l . , 1 9 4 3
B u t t e r f i e ld a n d W a t t ie , 1 9 4 6
S c a r p in o e t a ! . , 1 9 7 7
H u n t a n d M a r iin a s , 1 9 9 9
I n t e r e s t i n g l y , t h e c o n c e n t r a t i o n - t im e r e l a t i o n s h i p f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f E . c o l i w i t h
[ d i s sC u ] s h o w n i n F i g u r e 2 1 p r o c e e d s s im i l a r l y a s t h a t o f G i a r d i a l a m b l i a w i t h f r e e c h l o r i n e
r e p o r t e d b y H o f f a n d A k i n
^^ ^
a t c o n c e n t r a t i o n s n e a r 0 . 4 m g / L . I t e v e n a p p e a r s t h a t [ di s s C u ]
r e q u i r e s l e s s c o n t a c t t i m e t h a n f r e e c h l o r i n e a t l o w e r d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n s t o a c h i e v e t h e
s a m e i n a c t i v a t i o n o f G . l a m b l i a c y s t s .
I n a c t i v a t i o n o f E . c o l i w i t h [ d i s s C u ] a l s o a p p e a r s t o b e s im i l a r t o t h a t w i t h c o m b i n e d c h l o r i n e .
L
T h e o b s e r v e d r e a c t i o n r a t e w i t h [ d i s s C u ] ( 0 . 0 4 5 ± 0 . 0 0 9 — ) w a s s l i g h t l y h i g h e r t h a n w a s
m g x m i n
r e p o r t e d w i t h c o m b i n e d c h l o r i n e b y B u t t e r f i e l d a n d W a t t i e (0 . 0 3 2 7 )
' ^ ^
. F u r t h e r m o r e
,
m g X m i n
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t h e c o n c e n t r a t i o n - t im e r e l a t i o n s h i p f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f E c o l i w i t h [d i s sC u ] a n d t h a t
w h i c h w a s r e p o r t e d w i t h c o m b i n e d c h l o r i n e b y H a a s a n d K a r r a
^ ^ ^
a p p e a r c o m p a r a b l e a t
c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 5 m g /L a n d b e l o w . C o m b i n e d c h l o r i n e i s o f t e n u s e d a s a s e c o n d a r y
d i s i n f e c t a n t i n w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s b e c a u s e i t i s e f f e c t i v e a t c o n t r o l l i n g gr o w t h s o n p i p e
s u r f a c e s
' ^ ^
a n d i s g e n e r a l l y m o r e s t a b l e t h a n f r e e c h l o r i n e
' ^ ^
. I n a d d i t i o n
,
a n in c r e a s i n g n u m b e r
o f w a t e r u t i l i t i e s a r e c o n v e r t i n g t h e s e c o n d a r y d i s i n f e c t a n t i n t h e i r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s f r o m f r e e
c h l o r in e t o c o m b i n e d c h l o r i n e i n o r d e r t o c o m p l y w i t h d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t r e gu l a t o r y
s t a n d a r d s
' ^ "
.
A l t h o u g h t h e m a x im u m r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t l e v e l g o a l f o r c h l o r a m i n e s h a s b e e n s e t
a t 4 m g /L b y t h e U . S . E PA
' ^ '
,
a c t u a l l e v e l s i n a w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t em a r e l i k e l y t o d r o p a s
l o w a s 0 . 2 m g / L . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t [ d i s s C u ] i s a b l e t o p r o t e c t t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r
f r o m r e g r o w t h o f c o l i f o r m b a c t e r i a a s w e l l a s i f n o t b e t t e r t h a n t h e c o n v e n t i o n a l ly u s e d
d i s i n f e c t a n t
,
c o m b i n e d c h l o r i n e
,
a t c o n c e n t r a t i o n s t h a t a r e r e l e v a n t t o m u n i c i p a l w a t e r s u p p l i e s .
T h e r e p o r t e d c o e f f i c i e n t s o f d i l u t i o n w e r e l e s s t h a n o n e f o r a l l o f t h e t e s t o r g a n i s m s . T h i s
i n d i c a t e s t h a t i n c r e m e n t a l i n c r e a s e s i n [ d i s s C u ] d o n o t r e s u l t i n i n c r e m e n t a l d e c r e a s e s i n c o n t a c t
t im e a n d t h u s t h a t d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n i s n o t a s im p o r t a n t a s c o n t a c t t im e i n t h e
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i n a c t i v a t i o n p r o c e s s . T h i s p h e n o m e n o n i s s u p p o r t e d b y t h e m i x e d m o d e l fi n d i n g t h a t
i n a c t i v a t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s w i t h 1 m g /L a n d 3 m g /L [d i s s C u ] w a s s t a t i s t i c a l l y e q u i v a l e n t ,
a n d i s i l lu s t r a t e d b y t h e c o n c e n t r a t i o n - t i m e r e l a t i o n s h i p s i n F i g u r e 2 1 . T h e r e l a t i o n s h i p s f o r
i n a c t i v a t i o n o f t h e t h r e e t e s t o r g a n i s m s w i t h [ d i s s C u ] a r e l e s s s t e e p t h a n m o s t o f t h e o t h e r
d i s i n f e c t a n t s
,
a n d C t v a l u e s a p p e a r t o i n c r e a s e a s c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e s O n e p o s s i b l e
e x p l a n a t i o n f o r t h i s o b s e r v a t i o n i s t h a t a s t h e a m o u n t o f [d i s s C u ] i n c r e a s e s , i n t e r a c t i o n s b e t w e e n
f r e e m e t a l i o n s a n d t h e w a l l s o f t h e r e a c t o r v e s s e l s a l s o i n c r e a s e . I f t h i s w e r e t h e c a s e
,
i n c r e m e n t a l i n c r e a s e s i n [d i s s C u ] m a y n o t n e c e s s a r i l y l e a d t o i n c r e m e n t a l i n c r e a s e s i n
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b i o a v a i l a b l e c o p p e r b e c a u s e [d i s s C u ] m i gh t i n f a c t b e d i s a p p e a r i n g f r o m t h e s y s t e m a s i t a d h e r e s
t o t h e v e s s e l w a l l s I f t h e r e l a t i o n s h ip b e t w e e n c o n c e n t r a t i o n a n d r a t e o f c o p p e r a d h e s i o n t o t h e
r e a c t o r w a l l s w e r e k n o w n , t h e i n a c t i v a t i o n r e a c t i o n c o u l d b e m o d e l e d w i t h d e c r e a s i n g
d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n . A l t h o u g h t h i s h y p o t h e s i s i s s u p p o r t e d b y t h e f a c t t h a t [ d i s s C u ]
d i s a p p e a r a n c e i n c r e a s e d s l i g h t l y a s c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e d i n t h e o r g a n i s m - f r e e c o n t r o l r e a c t o r s
(s e e T a b l e 3 ) , a s i m i l a r t r e n d w a s n o t a s a p p a r e n t i n t h e b a t c h r e a c t o r s i n w h i c h [ d i s s C u ] w a s
s h o w n t o r e m a i n c o n s t a n t o v e r t h e e x p e r i m e n t a l d u r a t i o n .
A n o t h e r f e a s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h e d e c r e a s i n g e f f e c t i v e n e s s o f i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n i s t h a t
i n c r e a s e s i n [ d i s s C u ] m a y n o t n e c e s s a r i l y c o r r e l a t e w i t h a d d i t i o n a l f r e e m e t a l i o n s b i n d i n g t o
u n b o u n d o r g a n i s m s i n t h e r e a c t o r M i c r o o r g a n i s m s t y p i c a l l y h a v e a n e t n e g a t i v e s u r f a c e c h a r g e
a t p H v a l u e s n e a r n e u t r a l i t y . C o p p e r i o n s , a s w i t h a l l p o s i t i v e l y c h a r g e d h e a v y m e t a l i o n s , a r e
e l e c t r o s t a t i c a l l y a t t r a c t e d t o t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d m i c r o o r g a n i s m s a n d t h e n u n d e r g o r e a c t i o n s
w i t h l i g a n d s t h a t a r e a t t a c h e d t o t h e c e l l s u r f a c e t o b e c o m e n o n i o n i z e d s p e c i e s . I t i s k n o w n t h a t
n o n i o n i z e d c o m p l e x e s s u c h a s m e t a l - l i g a n d s p e c i e s a n d H O C l a r e a b l e t o c r o s s t h e c e l l
m e m b r a n e v i a p a s s i v e , c a r r i e r , o r c h a rm e l p a s s p o r t a n d t h u s i n t e r a c t w i t h R N A , D N A a n d
e n z y m e s i n s i d e o f t h e c e l l
'
Si n c e t h e a c c u m u l a t i o n o f m e t a l i o n s o n t h e c e l l s u r f a c e m a y n o t b e
a t e q u i l i b r i u m w i t h t r a n s p o r t i n t o t h e c e l l , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e s u r f a c e c h a r g e o f t h e
m i c r o o r g a n i s m m a y b e c o m e i n c r e a s i n g l y p o s i t i v e a s m o r e f r e e c o p p e r i o n s a r e p r e s e n t i n t h e
w a t e r T h i s w o u l d r e s u l t i n l e s s a t t r a c t i o n b e t w e e n t h e m i c r o o r g a n i s m f r e e c o p p e r i o n s i n
s o l u t i o n a s [d i s s C u ] i n c r e a s e s a n d w o u l d l i k e l y c a u s e a d e c r e a s e d d o s e e f f e c t .
A l t h o u g h t h e C t v a l u e s w e r e n o t f o u n d t o r e m a i n c o n s t a n t o v e r a l l c o n c e n t r a t i o n s o f [d i s s C u ] , i t
i s s t i l l p o s s i b l e t o d r a w c o n c l u s i o n s a b o u t t h e d i s i n f e c t i o n b e h a v i o r o f [d i s s C u ] b y c o m p a r in g t h e
C t v a l u e s c o r r e s p o n d i n g t o a s i n g l e c o n c e n t r a t i o n t o t h o s e o f o t h e r d i s i n f e c t a n t s T a b l e 1 7
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s u m m a ri z e s a n u m b e r o f C t v a l u e r a n g e s f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f v a r i o u s o r g a n i s m s b y
i o n i c c o p p e r a l o n g w i t h v a r i o u s d i s i n f e c t a n t s t h a t w e r e r e p o r t e d b y H o f f T h e C t v a l u e r e q u i r e d
t o a c h i e v e 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f £
■
. c o l i B (p H 7 . 2 , 1 8
°
C ) w i t h a d o s e o f 1 m g / L [ d i s s C u ]
w a s m u c h h i g h e r t h a n t h e C t v a l u e s r e q u ir e d t o a c h i e v e e q u i v a l e n t i n a c t i v a t i o n o f E c o l i w i t h
f r e e c h l o r i n e , c h l o r in e d io x i d e , a n d o z o n e H o w e v e r , t h e [ d i s s C u ] C t v a l u e a g r e e d w i t h t h e r a n g e
o f C t v a l u e s r e q u i r e d t o a c h i e v e e q u i v a l e n t i n a c t i v a t i o n o f £ . c o l i w i t h c o m b i n e d c h l o r i n e .
T a b l e 1 7 : S u m m a r y o f C t v a l u e r a n g e s f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f v a r i o u s o r g a n i s m s b y v a r i o u s
d i s i n f e c t a n t s (S o u r c e : A d a p t e d f r o m H o f f 1 9 8 6
' ^ ' '
)
D i s i n f e c t a n t a n d C o n d it i o n s
M i c r o o r g a n i s m
I o n ic C o p p e r
I m g / L ; p H 7 2 ; 1 8
° C
F r e e C h l o r i n e
p H 6 t o 7 ; 5
°
C
C o m b i n e d C h lo r i n e
p H 8 t o 9 ; 5
°
C
C h l o r i n e D i o x i d e
p H 6 t o 7 ; 5
°
C
O z o n e
p H 6 t o 7 ; S
^
C
E c o l i 1 0 6 0 0 3 4 - 0 0 5 9 5 - 1 8 0 0 4 - 0 7 5 0 0 2
P a e r u g i n o s a 4 7 5
C o l i p h a g e M S 2 2 5 3
P o l i o v i r u s t y p e 1 1 1
- 2 5 7 6 8 - 3 7 4 0 0 2 - 6 7 0 1 - 0 2
R o t a v i r u s 0 0 1 - 0 0 5 3 8 0 6 - 6 4 7 6 0 2 - 2 1 0 0 0 6 - 0 0 6
B a c t e r i o p h a g e f 2 0 0 8 - 0 1 8
G l a m b l i a c y s t s 4 7 - > 1 5 0 0 5 - 0 6
G m u r i s c y s t s 3 0 - 6 3 0 7 2 - 1 8 5 1 8 - 2 0
5 . 2 D I S I N F E C T I O N O F P H A G E S
I t w a s d i f fi c u l t t o d e t e r m i n e i f t h e s e m i - l o g M S- 2 i n a c t i v a t i o n c u r v e s f o l l o w e d e x p o n e n t i a l
k i n e t i c s b e c a u s e t h e p l o t s s h o w e d s i g n i fi c a n t t a i l i n g . Su c h b e h a v i o r u s u a l l y i n d i c a t e s t h e
p r e s e n c e o f t w o o r m o r e s u b p o p u l a t i o n s o f m u l t i - r e s i s t a n t o r a g g r e g a t e d o r g a n i s m s i n t h e t e s t
r e a c t o r s
~
E s t i m a t i o n o f r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f i n d i v i d u a l o r g a n i s m s b e c o m e s
c o m p l i c a t e d w h e n s u b p o p u l a t i o n s a r e p r e s e n t b e c a u s e d i f f e r e n c e s i n d e g r e e o f r e s i s t a n c e a n d
a g g r e g a t i o n c a n d r a s t i c a l l y i n fl u e n c e v i r a l i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s
' ^ ^ ' ^ ^
. F i t t i n g t h e M S- 2
i n a c t i v a t i o n c u r v e s t o t h e C h i c k - W a t s o n
,
H o m
,
a n d O n e H i t - T w o P o p u l a ti o n m o d e l s y i e l d e d
v a r y i n g e s t im a t e s f o r t h e r a t e c o n s t a n t . T h e s e e s t im a t e s a r e s u m m a r i z e d a l o n g w i t h t h e
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c o r r e s p o n d i n g s t a n d a r d e r r o r o f t h e r e s i d u a l s i n T a b l e 18 . T h e t w o r a t e c o n s t a n t s h s t e d b y t h e
O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l c o r r e sp o n d t o t h e tw o t h e o r e t i c a l p o p u l a t i o n s i n t o w h i c h t h e
i n a c t i v a t i o n c u r v e w a s d i v i d e d . T h e h i gh e r r a t e c o n s t a n t c o r r e s p o n d s t o t h e s t e e p i n i t i a l p o r t i o n
o f t h e c u r v e a n d t h e l o w e r r a t e c o n s t a n t c o r r e s p o n d s t o t h e p o r t i o n w i t h a l o w e r r a t e o f
i n a c t i v a t i o n .
T h e f a c t t h a t o n l y a n a d d i t i o n a l r e d u c t i o n o f 0 5 l o g i o w a s a c h i e v e d w h e n t h e b a t c h r e a c t i o n w a s
a l l o w e d t o r u n 18 h o u r s l o n g e r t h a n t h e p l a n n e d e x p e r i m e n t a l du r a t i o n i n d i c a t e s t h a t a p e r s i s t e n t
f r a c t i o n o f p h a g e s e x i s t e d i n t h e p o p u l a t i o n . T h e l o g i o r e d u c t i o n s o f p h a g e s a f t e r 6 h o u r s o f
e x p e r im e n t a l d u r a t i o n c a n b e t r a n s l a t e d i n t o a p p r o x im a t e n u m b e r o f p h a g e s r e m o v e d : t h e
p e r s i s t e n t f r a c t i o n c o n s i s t s o f a p p r o x im a t e l y 10
^ ^
P F U / 10 0 m L (0 3 % o f t h e t o t a l i n i t i a l t i t e r )
B e c a u s e t h i s r e s i s t a n t p o pu l a t i o n w a s a m i n i s c u l e f r a c t i o n o f t h e i n i t i a l p o p u l a t i o n , i n c l u s i o n o f
t h e 2 4 - h o u r d a t a p o i n t s i n t h e m a t h e m a t i c a l m o d e l s d i d n o t s i g n i fi c a n t l y a f f e c t p a r a m e t e r
e s t im a t i o n (d a t a n o t p r e s e n t e d ) a n d t h e m o d e l s w e r e e s s e n t i a l l y fi t t o t h e d a t a c o r r e s p o n di n g t o
t h e i n i t i a l 6 h o u r s . T h o u g h n o fu r t h e r s t e p s w e r e t a k e n t o c h a r a c t e r i z e t h e d i s i n f e c t i o n k i n e t i c s o f
M S - 2 b y [ d i s s C u ] , t h e p r e s e n c e o f a p e r s i s t e n t f r a c t i o n c o u l d h a v e b e e n v e r i fi e d b y c o n d u c t i n g
e x p e ri m e n t s t o t e s t t h e e f f e c t o f a d d i n g s u p p l e m e n t a l p h a g e a t s o m e p o i n t d u ri n g t h e d i s i n f e c t i o n
e x p e r im e n t . I n s u c h e x p e r im e n t s , o b s e r v a t i o n o f s im i l a r l y s h a p e d i n a c t i v a t i o n c u r v e s a t t h e
b e g i n n i n g o f t h e e x p e r i m e n t a n d a ft e r t h e a d d i t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s g e n e r a l l y i n d i c a t e s t h e
p r e s e n c e o f a r e s i s t a n t f r a c t i o n o f m i c r o o r g a n i s m s i n t h e p o p u l a t i o n
' '' ^
'
' ^ ^
.
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T a b l e 1 8 : S u m m a r y o f m a t h e m a t i c a l ly d e r i v e d r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f M S - 2
R a t e C o n s t a n t , k
[ L / m g * m i n ]
0 . 0 1 8 ± 0 . 0 0 5
0 . 3 ± 0 . 1
0 . 4 ± 0 . 4
0 . 0 2 ± 0 . 0 1
0 . 0 0 7 ± 0 . 0 0 3
R e s i d u a l
S E
0 . 2 5
0 . 1 1
0 . 0 3
0 . 2 3
M o d e l
C h ic k - W a t s o n ( u n f i lt e r e d )
H o r n
O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n
C h ic l< - W a t s o n ( f il t e r e d )
T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l a p p e a r e d t o c o n s i s t e n t l y p r e d i c t h i g h e r s u r v i v a l r a t i o s t h a n w e r e
o b s e r v e d , b u t b o t h t h e H o r n a n d t h e O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l t e n d e d t o p r e d i c t l o w e r
s u r v i v a l r a t i o s t h a n w e r e o b s e r v e d i n i t i a l l y i n t h e i n a c t i v a t i o n p r o c e s s a n d h i g h e r s u r v i v a l r a t i o s
l a t e i n t h e i n a c t i v a t i o n p r o c e s s (s e e F i g u r e 1 8 a ) . T h i s i n d i c a t e d t h a t t h e H o m a n d O n e H i t - T w o
P o p u l a t i o n m o d e l s o v e r e s t im a t e d t h e r a t e c o n s t a n t a t t h e b e g i n n i n g o f t h e i n a c t iv a t i o n p r o c e s s
w h e n t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e i s m o s t l i k e l y t o c o r r e s p o n d t o t h e s u b p o p u l a t i o n o f s i n g l e p h a g e s i n
t h e p r e p a r a t i o n . A l t h o u g h t h e l o w r e s i du a l s t a n d a r d e r r o r s r e p o r t e d f o r t h e s e m o d e l s i n d i c a t e t h a t
t h e m o d e l s w e r e a b l e t o fi t t h e d a t a w e l l
,
t h e r a t e c o n s t a n t s t h a t w e r e e s t im a t e d w i t h t h e s e m o d e l s
d o n o t m a k e s e n s e b e c a u s e o f t h e u n l i k e l i h o o d t h a t M S - 2 w a s i n a c t i v a t e d a t a f a s t e r r a t e t h a n E
c o l i B o r P a e r u g i n o s a . U n l i k e b a c t e r i a , M S- 2 c o l i p h a g e h a s a p r o t e i n c o a t t h a t s e r v e s t o s h i e l d
t h e i n t e r n a l p r o t e i n s a n d n u c l e i c a c i d s fr o m a t t a c k f r e e c o p p e r i o n s . T h e r e f o r e , t h e r a t e c o n s t a n t
p r o v i d e d b y t h e C h i c k W a t s o n m o d e l (0 . 0 18 ± 0 . 0 0 5
e s t im a t e f o r t h e u n fi l t e r e d M S - 2 d a t a .
m g x m i n
- ) i s m o s t l i k e l y t o b e t h e b e s t
I t w a s im p o s s i b l e t o d i s c e r n w h e t h e r t h e o b s e r v e d r a t e c o n s t a n t s c o r r e s p o n d e d t o a s i n g l e
p o p u l a t i o n t h a t h a d m u l t ip l e i n a c t i v a t i o n r a t e s o r t o a g g r e g a t e s o f p h a g e s o f v a r i o u s s i z e s w i t h o u t
p e r f o r m i n g a d d i t i o n a l e x p e r im e n t s u s i n g p u r i fi e d M S - 2 p r e p a r a t i o n s . T h e r e f o r e , a d d i t i o n a l b a t c h
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d i s i n f e c t i o n e x p e ri m e n t s w e r e c o n d u c t e d u s i n g p h a g e p r e p a r a t i o n s t h a t h a d b e e n f i l t e r e d s e r i a l l y
t h r o u g h 0 . 2 a n d 0 . 0 8 |j m p o r e s i z e p o l y c a r b o n a t e f i l t e r s i n o r d e r t o r e m o v e a g g r e g a t e s . A l t h o u g h
t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s o f t h e f i l t e r e d s t o c k d i d n o t a p p e a r t o s h o w t a i l i n g a n d t h e d a t a w e r e f i t
a d e q u a t e l y w i t h t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l , t h e e s t im a t e d r a t e c o n s t a n t (0 . 0 0 7 ± 0 . 0 0 3 )
m g x m i n
w a s m u c h s l o w e r t h a n t h a t o f t h e u n f i l t e r e d s t o c k .
T h e r e a r e t h r e e p l a u s i b l e e x p l a n a t i o n s a s t o w h y t h e i n a c t i v a t i o n p r o c e s s a p p e a r e d t o s l o w d o w n
a f t e r t h e M S - 2 p r e p a r a t i o n s h a d b e e n fi l t e r e d . ( 1) I t i s p o s s i b l e t h a t s i n g l e p h a g e s r e - a g g r e g a t e d
i n t h e fi l t r a t e a f t e r h a v i n g b e e n p a s s e d t h r o u g h t h e p o l y c a r b o n a t e f i l t e r s . R e - a g g r e g a t e d p h a g e s
c o u l d h a v e b e e n i n a c t i v a t e d a t s l o w e r r a t e s t h a n t h e u n fi l t e r e d v i r u s s t o c k . H o w e v e r
,
t h e
a g g r e g a t e s w o u l d h a v e h a d t o b e f a i r l y u n i f o r m i n s i z e i n o r d e r f o r t h e p r e p a r a t i o n t o b e h a v e a s a
h o m o g e n e o u s p o p u l a t i o n a n d f o l l o w t h e e x p o n e n t i a l k i n e t i c s o b s e r v e d i n F i g u r e 14 ( 2 )
A l t e r n a t i v e l y , i t i s p o s s ib l e t h a t w h i l e t h e fi l t r a t i o n s t e p s w e r e e f f e c t i v e a t r e m o v i n g l a r g e
a g g r e g a t e s f r o m t h e ti t e r , t h e y c o u l d h a v e a l s o s e r v e d t o c o n c e n t r a t e c e l l u l a r c o m p o n e n t s a n d
d e b r i s i n t h e fi l t r a t e . T h o u g h t h e m e a s u r e d a m o u n t o f [ d i s s C u ] i n t h e r e a c t o r s a p p e a r e d t o r e m a i n
c o n s t a n t , a p o r t i o n o f t h e f r e e m e t a l i o n s c o u l d h a v e b e e n c o m p l e x e d w i th t h i s u n a c c o u n t e d
s o u r c e o f o r g a n i c m a t e r i a l . T h e i n a c t i v a t i o n r a t e c o u l d h a v e s l o w e d d o w n s i g n i fi c a n t ly i f t h e
b i o a v a i l a b l e c o p p e r w a s r e d u c e d i n t h i s m a n n e r . (3 ) A t h i r d p o s s i b l e e x p l a n a t i o n i s t h a t a s m a l l
a m o u n t o f n o n - i o n i c d e t e r g e n t w a s t r a n s f e r r e d i n t o t h e v i r u s fi l t r a t e f r o m t h e p r e - t r e a t e d fi l t e r
a n d th a t t h i s n o n - i o n i c d e t e r g e n t r e a c t e d w i t h t h e [d i s s C u ] t o c h a n g e i t s c h e m i c a l r e a c t i v i ty w i t h
t h e ph a g e s . B e c a u s e t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e d e t e r g e n t w a s 0 1% ( 10 0 m g /L ) , e v e n a 1% c a r r y
o v e r w o u l d p u t t h e d e t e r g e n t c o n c e n t r a t i o n a t a b o u t 1 m g / L , w h i c h i s t h e s a m e o r d e r o f
m a g n i t u d e a s [d i s s C u ] .
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A l t h o u g h n o f u r t h e r s t e p s w e r e t a k e n i n t h i s s t u d y , a n u m b e r o f t e c h n i q u e s c o u l d h a v e b e e n
e m p l o y e d t o e n s u r e t h a t t h e p h a g e p r e p a r a t i o n s w e r e m o n o d i s p e r s e d b e f o r e b a t c h d i s i n f e c t i o n
e x p e r im e n t s w e r e c o n du c t e d . F i r s t , a g g r e g a t i o n m a y h a v e b e e n r e d u c e d i f t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n
e x p e r im e n t s h a d b e e n c o n d u c t e d a t a h i g h e r p H . T h i s , h o w e v e r , w a s u n s u i t a b l e b e c a u s e s u c h
e x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s w o u l d h a v e b e e n u n r e a l i s t i c t o n a t u r a l s y s t e m s .
C e n t r i f u g a l s y s t e m s c a p a b l e o f s e p a r a t i n g p a r t i c l e m i x t u r e s b y d i f f e r e n c e s in s e d im e n t a t i o n r a t e
a n d b u o y a n t d e n s i t y a r e a v a i l a b l e
^**°
. U s i n g a t e c h n i q u e c a l l e d R a t e Z o n a l C e n t r i f u g a t i o n ,
p a r t i c l e s c a n b e s e p a r a t e d b y t h e i r d i f f e r e n c e s i n s e d im e n t a t i o n r a t e a s t h e y a r e f o r c e d t h r o u gh a
s o l u t i o n (u s u a l ly s u c r o s e ) b y c e n t r i f l i g a l f o r c e . P a r t i c l e s w i l l m o v e t h r o u gh t h e s o l u t i o n a t a
c o n s t a n t v e l o c i t y a s d e s c r i b e d b y St o k e
'
s l a w . T h e v i s c o s i t y o f t h e f lu i d a s w e l l a s t h e sp e c i fi c
d e n s i t y a n d d i a m e t e r o f t h e p a r t i c l e s i n fl u e n c e s t h e s e t t l i n g v e l o c i t y . P a r t i c l e s o f e q u i v a l e n t s i z e
a n d d e n s i t y w i l l m o r e o r l e s s t r a v e l t h e s a m e d i s t a n c e t h r o u g h t h e s o l u t i o n d u r i n g c e n t r i f u g a t i o n
a n d c a n b e r e t r i e v e d f r o m t h e d e n s i t y g r a d i e n t p r o fi l e w i t h i n t h e c e n t r i f u g e t u b e b y s e p a r a t e l y
r e c o v e r i n g i n d i v i du a l f r a c t i o n s o f t h e s o l u t i o n . T h i s t e c h n i q u e h a s b e e n u s e d t o i s o l a t e
p o h o v i r u s
' ^ ^
'
' ^^ i n fl u e n z a v i r u s ' ^^ e c h o 2 8 v i r u s ' ^
" ^
,
T 2 a n d T 3 b a c t e r i o p h a g e
' ^ ^
'
^ ^ ^ a n d t o b a c c o
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m o s a i c v i r u s W i t h c a r e
,
t h i s t e c h n i q u e a l l o w s m i c r o o r g a n i s m s o f a g i v e n s i z e a n d d e n s i t y t o
b e s e p a r a t e d f r o m s m a l l e r a n d l a r g e r m i c r o o r g a n i s m s a n d p a r t i c l e s o f d i f f e r e n t d e n s i t i e s , R a t e
Z o n a l C e n t r i f u g a t i o n g e n e r a l l y c a n p r o v i d e a d e q u a t e r e s o l u t i o n t o i s o l a t e i n d i v id u a l v i r u s e s f r o m
a g gr e g a t e s . T h i s m e t h o d c o u l d t h e n b e f o l l o w e d b y s e r i a l fi l t r a t i o n in o r d e r t o a c h i e v e a
m o n o d i s p e r s e d p h a g e p r e p a r a t i o n .
A n o t h e r t e c h n i q u e r e f e r r e d t o a s B u o y a n t D e n s i t y G r a d i e n t C e n t r i f u g a t i o n u t i l i z e s c e n t r i f u g a l
f o r c e t o d r i v e a s o l u t i o n o f p a r t i c l e s t h r o u g h l a y e r s o f a s o l u t i o n (u s u a l l y c e s i u m c h l o r i d e ) t h a t
h a v e b e e n p r e p a r e d i n t o a g r a d i e n t o f d e n s i t i e s D u r i n g t h i s p r o c e s s , p a r t i c l e s s e p a r a t e i n t o l a y e r s
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a c c o r d i n g t o t h e i r e q u i v a l e n t b u o y a n t d e n s i t i e s a n d c a n b e r e t r i e v e d i n f r a c t i o n s . U n l i k e R a t e
Z o n a l C e n t r i f u g a t i o n , t h i s m e t h o d a l l o w s p o p u l a t i o n s o f s i n g l e v i r u s e s t o b e i s o l a t e d f r o m
1 O Q 1
o n
p a r t ic l e s o f d i f f e r e n t d e n s i t y a s h a s b e e n d e m o n s t r a t e d w i t h b o t h s a r c o m a a n d i n f l u e n z a
v ir u s e s T h i s m e t h o d c o u l d h a v e b e e n u s e d t o b e t t e r p u r i fy t h e p h a g e p r e p a r a t i o n s f r o m p a r t i c l e s
o f d i f f e r e n t d e n s i t y p r i o r t o t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s .
A s w i t h b a c t e r i a , t h e r e h a v e b e e n v e r y f e w s t u d i e s t h a t o b s e r v e d i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s o r p h a g e s
b y [ d i s s C u ] a l o n e . St r a u b e t a l . r e p o r t e d 0 . 4 l o g i o r e d u c t i o n s o f M S - 2 w i t h 0 4 m g /L C u C l2 (0 . 1 9
m g / L [ d i s s C u ]) a f t e r 1 2 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e b u t d i d n o t r e p o r t r a t e c o n s t a n t s f o r s u c h s m a l l
r e d u c t i o n s
' ^ ' '
. B e c a u s e t h e e x p e r im e n t s i n t h e s t u d y w e r e c o n d u c t e d o v e r m u c h s h o r t e r d u r a t i o n s
a n d a t l o w e r [d i s s C u ] t h a n t h e e x p e r im e n t s d e s c r i b e d i n t h i s r e p o r t , t h e r e s u l t s d o n o t n e c e s s a r i l y
d i s a g r e e w i t h t h o s e r e p o r t e d h e r e . Y a h y a e t a l r e p o r t e d
" i n a c t i v a t i o n
"
r a t e s f o r M S- 2 i n w a t e r a t
p H 7 . 3 t h a t w e r e c a l c u l a t e d b y d i v i d i n g t h e l o g i o o f a n e x p e r im e n t a l ly o b s e r v e d s u r v i v a l r a t i o b y
t h e c o n t a c t t im e r e q u i r e d t o a c h i e v e t h e g i v e n l e v e l o f i n a c t i v a t i o n . R a t e c o n s t a n t s s im i l a r t o
t h o s e r e p o r t e d i n t h i s s t u d y c a n b e c a l c u l a t e d f r o m t h e s e r a t e s b e c a u s e t h e c o r r e s p o n d i n g c o p p e r
c o n c e n t r a t i o n s w e r e a l s o r e p o r t e d . T h e r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f M S- 2 w i t h [ d i s s C u ]
w h e n c a l c u l a t e d u s i n g t h e r e p o r t e d i n a c t i v a t i o n r a t e s r a n g e f r o m 0 . 0 3 5 — w i t h 0 . 2 m g / L
m g x m i n
[ d i s s C u ] t o 0 0 6 3 — w i t h 0 4 m g /L [d i s s C u ] ' ^ ' . I t i s n o t s u r p r i s i n g t h a t t h e s e
m g x i m n
e x p e r im e n t a l l y d e r i v e d r a t e c o n s t a n t s w e r e f a s t e r t h a n t h e r a t e c o n s t a n t s t h a t w e r e e s t im a t e d
a n a l y t i c a l l y w i t h m a t h e m a t i c a l m o d e l s i n t h i s r e p o r t b e c a u s e t h e e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n s w e r e
n o t i d e n t i c a l : t h e b a t c h d i s in f e c t i o n e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d i n n a t u r a l w a t e r s o b t a i n e d fr o m
a p u b l i c w e l l a s o p p o s e d t o b u f f e r e d r e a g e n t g r a d e w a t e r a n d f r e e c o p p e r i o n s w e r e g e n e r a t e d
e l e c t r o l y t i c a l l y i n s t e a d o f w i t h d i s s o l v e d c o p p e r s u l p h a t e . K im e t a l . r e p o r t e d t h a t a p p r o x im a t e l y
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1 5 a n d 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f M S - 2 c o u l d b e a c h i e v e d a t p H 8 a f t e r 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e
w i t h 0 1 m M F e (I I ) ([ F e (I I ) ] 5 . 5 8 m g / L ) a n d w i t h a c o m b i n a t i o n o f 0 1 m M F e (I I ) ([F e (I I )] 5 . 5 8
m g /L ) a n d 0 . 5 m M H 2O 2 , r e s p e c t i v e l y
' ^ ^
. T h o u g h i n a c t i v a t i o n w i t h [ d i s s C u ] w a s n o t e x p l o r e d i n
t h e s t u d y , t h e a n t i v i r a l e f f e c t s o f t h e h e a v y m e t a l a r e r e l e v a n t a n d s h o u l d b e n o t e d .
I t a p p e a r s t h a t [d i s s C u ] r e q u i r e s l o n g e r c o n t a c t t i m e s a n d h i g h e r d o s e s t h a n m o s t t r a d i t i o n a l
d i s i n f e c t a n t s t o a c h i e v e t h e s a m e l e v e l o f in a c t i v a t i o n o f p h a g e s a n d v i r u s e s Wh i l e i t w a s
o b s e r v e d t h a t 2 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f M S
- 2 c o u l d b e a c h i e v e d a f t e r 3 6 0 m i n u t e s w i t h a d o s e o f
[ d i s s C u ] 1 m g /L , F i n c h a n d F a i r b a im r e p o r t e d t h a t 2 7 , 4 . 8 , a n d 5 5 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f M S
- 2
c o u l d b e a c h i e v e d (p H 6 . 9 , 2 2
°
C ) a f t e r 2 4 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t i m e w i t h 0 6 0 , 1 2 9 , a n d 1 . 7 6
m g / L o z o n e , r e s p e c t i v e l y
' ^ ^ I n a d d i t i o n , B a t t i g e l l i r e p o r t e d t h a t 3 . 2 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f M S - 2
c o u l d b e a c h i e v e d (p H 6, 5
° C ) a f t e r j u s t 6 0 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e w i t h 0 . 5 m g / L c h l o r i n e
d i o x i d e
' ^ ' '
. Sp e c i f i c r a t e c o n s t a n t s w e r e n o t c a l c u l a t e d i n t h e s e s t u d i e s T a b l e 19 s u m m a r i z e s t h e
r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f M S - 2 w i t h f r e e a n d c o m b i n e d c h l o r i n e t h a t h a v e b e e n r e p o r t e d
i n t h e l i t e r a t u r e . T h o u g h t h e r a t e c o n s t a n t f o r i n a c t i v a t i o n o f M S- 2 w i t h [d i s s C u ] t h a t w a s
L
e s t im a t e d i n t h i s s t u d y (0 . 0 18± 0 . 0 05
m g x rm n
1 9 5
- ^ ) i s m u c h l e s s t h a n t h a t o f M S - 2 w i t h f r e e
c h l o r i n e t h a t w a s o b s e r v e d by H a a s e t a l . , i t i s f a s t e r t h a n t h a t w i t h c o m b i n e d c h l o r i n e t h a t w a s
o b s e r v e d b y C o o p e r e t a l
19 6
T a b l e 1 9 : R a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f M S - 2 w i t h v a r i o u s d i s i n f e c t a n t s b a s e d o n d a t a i n t h e l i t e r a t u r e
{S o u r c e : C r i t t e n d e n e t a l . 2 0 0 5
" ^
)
D i s i n f e c t a n t
R a t e C o n s t a n t
,
k
[ L / m g * m i n ]
S o u r c e
F r e e C h lo r i n e 3 . 4 H a a s e t a l . , 1 9 9 6
C o m b i n e d C h l o r i n e 0 . 0 0 5 C o o p e r e t a l . , 2 0 0 1
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T h e c o n c e n t r a t i o n - t i m e r e l a t i o n s h i p fo r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f M S - 2 w i t h [d i s s C u ] s h o w n i n
F i g u r e 2 1 w a s l e s s s t e e p t h a n t h a t o f b o t h E . c o l i B a n d P a e r u g i n o s a , i n d i c a t i n g t h a t t h e p h a g e s
w e r e e v e n l e s s s u s c e p t i b l e t o c h a n g e s i n d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n t h a n t h e b a c t e r i a T h e r e fo r e ,
t h e C t v a l u e s i n c r e a s e a s c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e s b e c a u s e t h e c o n t a c t t im e r e q u i r e d t o a c h i e v e a
g i v e n l e v e l o f i n a c t i v a t i o n s t a y s r e l a t i v e l y c o n s t a n t P o s s i b l e e x p l a n a t i o n s f o r t h i s p h e n o m e n o n
a r e d i s c u s s e d e l s e w h e r e i n t h i s r e p o r t . T h e C t v a l u e r a n g e s f o r 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f M S - 2
a n d o t h e r r e l e v a n t o r g a n i s m s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 1 7 . T h e C t v a l u e r e q u i r e d t o a c h i e v e 2
l o g i o i n a c t i v a t i o n o f M S - 2 (p H 7 . 2 , 1 8
° C ) w i t h a d o s e o f 1 [d i s s C u ] m g / L w a s 2 53 . T h o u g h
m u c h g r e a t e r t h a n t h e v a l u e s c o r r e s p o n d i n g t o s im i l a r i n a c t i v a t i o n o f P o l i o v i r u s t y p e 1 ,
R o t a v i r u s , a n d b a c t e r i o p h a g e £2 w i t h f r e e c h l o r i n e , c h l o r i n e d i o x i d e a n d o z o n e , t h i s C t v a l u e
w a s a c t u a l l y a b o u t a n o r d e r o f m a g n i t u d e l e s s t h a n t h a t t h a t w h i c h c o r r e s p o n d e d t o s im i l a r
i n a c t i v a t i o n o f P o l i o v i r u s t y p e 1 a n d R o t a v i r u s w i t h c o m b i n e d c h l o r i n e .
T h o u g h n o t i n c l u d e d i n T a b l e 1 7 , t h e c a l c u l a t e d C t v a l u e c o r r e s p o n d i n g t o 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n
o f M S- 2 (p H 7 2 , 18
° C ) w i t h a d o s e o f 1 m g /L [ d i s s C u ] w a s 5 0 5 . B a t t i g e l l i r e p o r t e d t h a t a m u c h
l o w e r C t v a l u e o f 2 1 . 1 2 w a s r e q u i r e d t o a c h i e v e e q u i v a l e n t i n a c t i v a t i o n o f M S - 2 (p H 6 . 0 , 5
° C )
w i t h a d o s e o f 0 . 5 m g / L c h l o r i n e d i o x i d e
' ^ ^
T h e C t v a l u e t h a t w a t e r s u p p l i e r s a r e r e q u i r e d t o
m e e t u n d e r t h e S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e i n o r d e r t o a c h i e v e 4 l o g i o i n a c t iv a t i o n o f v i r u s e s
(p H 6 - 9 , 2 0
° C ) w i t h f r e e c h l o r i n e i s 3 , w i t h c h l o r i n e d i o x i d e i s 1 6 . 7 a n d w i t h o z o n e i s 0 6
^ ^ ^
T h e s e v a l u e s a r e m u c h l e s s t h a n c a n b e a c h i e v e d w i t h [ d i s s C u ] H o w e v e r , t h e r e q u i r e d C t v a l u e
t o a c h i e v e 4 l o g i o i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s ( p H 6 - 9 , 2 0
°
C ) w i t h c h l o r a m i n e s i s 7 4 6 . S in c e t h i s
v a l u e i s m u c h g r e a t e r t h a n t h a t f o r [d i s s C u ] , i t a p p e a r s t h a t [ d i s s C u ] i s a b l e t o a c h i e v e g r e a t e r
i n a c t i v a t i o n o f v i r u s e s t h a n c o m b i n e d c h l o r i n e .
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T h e o b s e r v a t i o n t h a t d i s i n f e c t i o n e f f i c a c y o f [d i s s C u ] d e c r e a s e s a s c o n c e n t r a t i o n i n c r e a s e s i s i n
a g r e e m e n t w i t h o b s e r v a t i o n s t h a t h a v e b e e n m a d e c o n c e r n i n g t h e i n a c t i v a t i o n o f L p n e u m o p h i l a
w h e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e r a t e o f i n a c t i v a t i o n w a s o b s e r v e d w h e n [d i s s C u ] w a s
b e t w e e n 0 . 2 a n d 0 8 m g / L
^ ^ ^
. A l t h o u g h t h i s c o n c l u s i o n i n d i c a t e s t h a t t h e d i s i n f e c t i o n r e a c t i o n s
d o n o t f o l l o w d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p s t y p i c a l l y c h a r a c t e r i z e d b y fi r s t - o r d e r i n a c t i v a t i o n
k i n e t i c s , i t i s n o t n e c e s s a r i l y a t o d d s w i t h t h e a s s u m p t i o n s t h a t a r e m a d e i n t h e Ch i c k
- W a t s o n
m o d e l . T h e c o e f fi c i e n t o f d i l u ti o n p a r a m e t e r i n t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l e n a b l e s t h i s s o r t o f
b e h a v i o r t o b e m o d e l e d w i t h e x p o n e n t i a l k in e t i c s . F u r t h e r m o r e , i t c a n n o t b e c o n c l u d e d w i t h
c e r t a i n t y t h a t a d o s e l i m i t e x i s t s a b o v e w h i c h n o i n c r e a s e d i n a c t iv a t i o n o c c u r s b e c a u s e t h i s
o b s e r v a t i o n r e l i e s h e a v i l y o n a s s u m e d b e h a v i o r o f [d i s s C u ] o u t s i d e o f t h e e x p e r im e n t a l d o s e
r a n g e I t i s b e t t e r t o d r a w c o n c l u s i o n s b a s e d o n t h e m o d e l e d i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s A l l m o d e l s
e s t i m a t e d t h e c o e f fi c i e n t s o f d i lu t i o n f o r e a c h o r g a n i s m t o b e l e s s t h a n u n i t y , i n d i c a t i n g t h a t t h e
d o s e e f f e c t o f [d i s s C u ] i s l e s s t h a n t h a t o f c o n t a c t t im e . T h i s im p l i e s t h a t [d i s s C u ] d o s e i s
s o m e w h a t u n im p o r t a n t i n t e r m s o f e n g i n e e r i n g d e s i g n c r i t e r i o n , e s p e c i a l l y b e c a u s e t h e a f f e c t o f
i n c r e a s e d c o n c e n t r a t i o n w i l l v a r y b a s e d o n t h e c h e m i c a l c o m p o s i t i o n o f t h e w a t e r .
I t w a s im p o r t a n t t o v e r i fy t h a t t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l w a s a b l e t o fi t t h e e x p e r im e n t a l
i n a c ti v a t i o n d a t a b e c a u s e t h e fu n d a m e n t a l b a s i s o f a p p l y i n g C t v a l u e s t o e v a l u a t e d i s i n f e c t i o n
e f fi c i e n c y l i e s i n C h i c k
'
s l a w o f fi r s t o r d e r i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s . T h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l w a s
f o u n d t o fi t t h e e x p e r im e n t a l i n a c t i v a t i o n d a t a o f a l l t h r e e o r g a n i s m s b e t t e r t h a n a n y o f t h e o t h e r
m o d e l s t h a t w e r e o b s e r v e d . A l t h o u g h t h e H o m m o d e l c o n s i s t e n t l y p r e d i c t e d c o n s e r v a t i v e t im e s
t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n f o r a l l t h r e e o r g a n i s m s a n d w a s a b l e t o a c c o u n t f o r t a i l i n g i n t h e
c u r v e s , i t a p p e a r e d t o o v e r - e s ti m a t e i n i t i a l i n a c ti v a ti o n a n d u n d e r - e s t im a t e i n a c ti v a t i o n o f £
■
c o Ji
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B a n d M S- 2 w i t h [ d i s s C u ] a t l o n g e r c o n t a c t t im e s L i k e w i s e , t h e O n e H i t - T w o P o p u l a t i o n m o d e l
a p p e a r e d t o o v e r - e s t im a t e t h e i n i t i a l i n a c t iv a t i o n r a t e f o r M S
- 2 T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l , w h i c h
p r e d i c t e d c o n s e r v a t i v e t im e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f P a e r u g i n o s a a n d M S- 2 , a l s o s h o w e d
t h e b e s t g o o d n e s s - o f - f i t t o t h e b a c t e r i a l i n a c t i v a t i o n d a t a T h e C h i c k
- W a t s o n m o d e l u n d e r
p r e d i c t e d t h e t im e t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f E c o l i B b y a b o u t 6 0 m i n u t e s T h o u g h t h i s
d i s c r e p a n c y w o u l d b e s i g n i f i c a n t i f [ d i s s C u ] w e r e t o b e u s e d i n a m u n i c i p a l w a t e r s y s t e m , i t i s
l i k e l y t o b e a c c e p t a b l e i n t h e c o n t e x t o f s e c o n d a r y d i s i n f e c t i o n i n s t o r e d d r i n k i n g w a t e r w h e r e
t h e r e a r e o p p o r t u n i t i e s f o r l o n g e r c o n t a c t t im e s . T h e Ch i c k - W a t s o n m o d e l w a s a l s o f o u n d t o b e
a b l e t o fi t t h e i n i t i a l p o r t i o n o f t h e M S - 2 i n a c t i v a t i o n c u r v e . T h e s e o b s e r v a t i o n s i n d i c a t e t h a t t h e
C t v a l u e s p r e d i c t e d b y t h e C h i c k - W a t s o n m o d e l c a n b e u t i l i z e d a s d e s i g n c r i t e r i o n f o r
d i s i n f e c t i o n p r o c e s s e s . T h e r e p o r t e d C t v a l u e s i n d i c a t e t h a t a d o s e o f 0 7 m g /L [ d i s s C u ] c a n
a c h i e v e a t l e a s t 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n o f E c o l i B , P a e r u g i n o s a , a n d M S - 2 i n s t o r e d d r i n k i n g
w a t e r o v e r a p e r i o d o f 1 2 h o u r s
W a t e r t e m p e r a t u r e a n d c o m p o s i t i o n (c h e m i c a l c o n s t i t u e n t s , p H , a l k a l i n i t y , t u r b i d i t y ) w i l l
s i g n i f i c a n t l y a l t e r t h e c h e m i c a l s p e c i a t i o n o f d i s s o l v e d c o p p e r a n d w i l l a f f e c t i t s d i s i n f e c t i o n
p e r f o r m a n c e i n s t o r e d d r i n k i n g w a t e r . I n a d d i t i o n , i f z e r o - v a l e n t m e t a l i s u s e d a s t h e s o u r c e o f
d i s i n f e c t a n t
,
w a t e r c o m p o s i t i o n w i l l c a u s e p h y s i c a l a n d c h e m i c a l c h a n g e s t o o c c u r o n t h e
s u r f a c e s o f t h e m e t a l s a n d t h e s e c h a n g e s w i l l s i g n i fi c a n t l y a l t e r d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e a f t e r
r e p e a t e d u s e . P r o d u c t s o f c o r r o s i o n a n d o t h e r c h e m i c a l r e a c t i o n s t h a t o c c u r w h e n m e t a l i s
s u b m e r g e d i n w a t e r w i l l b e d e p o s i t e d o n t h e s u r f a c e o f t h e m e t a l o v e r ti m e . B a c t e r i a w i l l a t t a c h
t o t h e m e t a l s u r f a c e a n d w i l l f o r m a b i o l o g i c a l l y a c t i v e fi lm . B o t h o f t h e s e c h a n g e s w i l l h i n d e r
t h e r e l e a s e o f m e t a l i o n s f r o m t h e s u r f a c e in t o w a t e r . I f m e t a l s a r e t o b e s c a l e d f o r u s e a s a s a f e
w a t e r s t o r a g e t e c h n o l o g y i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , f a c t o r s a f f e c t i n g t h e s p e c i a ti o n a n d r a t e o f i o n
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r e l e a s e i n t o s t o r e d w a t e r m u s t b e f u l l y c h a r a c t e r i z e d . T h i s i s a n im p o r t a n t b u t p o t e n t i a l l y
c o m p l e x i s s u e , a s n a t u r a l w a t e r c o m p o s it i o n v a r i e s g r e a t l y i n t h e d e v e l o p i n g w o r l d . F u t u r e w o r k
w i l l b e n e c e s s a r y t o s t u dy t h e e f f e c t t h a t c o n s t i t u e n t s i n n a t u r a l w a t e r s w i l l h a v e o n t h e a b i l i t y o f
c o p p e r t o i n a c t i v a t e o r g a n i s m s i n s t o r e d d r i n k i n g w a t e r .
T h e d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e o f [d i s s C u ] i s l i k e l y t o b e m o r e s a l i e n t i n e x p e r im e n t s p e r f o r m e d
w i t h p u r e b a c t e r i a l c u l t u r e s g r o w n i n v i t r o t h a n w i t h b a c t e r i a t h a t h a v e b e e n e x p o s e d t o
a n t e c e d e n t g r o w t h c o n d i t i o n s i n s i t u . G r o w t h c o n d i t i o n s h a v e b e e n s h o w n t o h a v e b o t h p o s i t i v e
a n d n e g a t i v e i n f lu e n c e s o n t h e e f fi c a c y o f d i s i n f e c t a n t s t o i n a c t i v a t e b a c t e r i a . T h u n b e r g e t a l .
r e p o r t e d t h a t E c o l i a n d S ty p h i m u r i u m w e r e m o r e s u s c e p t ib l e t o d i s i n f e c t i o n w h e n g r o w n u n d e r
n i t r a t e r e d u c i n g c o n d i t i o n s t h a n w h e n g r o w n u n d e r a e r o b i c a n d f e r m e n t a t i v e c o n d i t i o n s
' ^ '
.
L a p l a c e e t a l . o b s e r v e d i n c r e a s e d r e s i s t a n c e o f E n t e r o c o c c u s f a e c a l i s t o fr e e c h l o r i n e w h e n t h e
b a c t e r i a w e r e e x p o s e d t o s u b l e t h a l c o n c e n t r a t i o n s o f t h e d i s i n f e c t a n t i n t h e s t a t i o n a r y p h a s e , b u t
r e p o r t e d th a t t h i s p h e n o m e n o n w a s n o t a p p a r e n t w h e n t h e b a c t e r i a w e r e e x p o s e d t o s u b l e t h a l
c o n c e n t r a t i o n s o f f r e e c h l o r i n e w h i l e i n t h e e x p o n e n t i a l p h a s e
' ° '
L i k e w i s e
,
B e r g e t a l . o b s e r v e d
E c o l i p o p u l a t i o n s t h a t w e r e s u bj e c t e d t o b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r i m e n t s a t l o w e r t e m p e r a t u r e s
a n d w h e n t h e b a c t e r i a w e r e g r o w i n g a t s l o w e r r a t e s t o e x h i b i t p h e n o t y p e s t h a t r e s e m b l e d
n a t u r a l l y o c c u r r i n g b a c t e r i a a l o n g w i t h i n c r e a s e d r e s i s t a n c e t o c h l o r i n e d i o x i d e
' *^^
. W h i l e i t w a s
n e c e s s a r y t o p e r f o r m t h e b a t c h d i s i n f e c t i o n e x p e r im e n t s i n t h i s s t u d y w i t h l o g - p h a s e b a c t e r i a
g r o w n u n d e r a e r o b i c c o n d i t i o n s i n o r d e r f o r t h e r e s u l t s t o b e c o m p a r a b l e t o t h o s e o f m o s t
t r a d i t i o n a l d i s i n f e c t i o n s t u d i e s
,
i t i s r e c o g n i z e d t h a t t h e t e s t b a c t e r i a w e r e l i k e l y t o b e m o r e
s u s c e p t i b l e t o t h e d i s i n f e c t a n t t h a n i f t h e y h a d b e e n c o n d i t i o n e d u n d e r a n a e r o b i c o r o t h e r s t r e s s e s
t h a t b e t t e r a p p r o x im a t e d n a t u r a l a qu a t i c e n v i r o n m e n t s .
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A v a s t m a j o r i ty o f t h e w o r l d
'
s p o p u l a t i o n s t o r e s w a t e r f o r t h e p u r p o s e o f c o n s u m p t i o n . E v e n
h o u s e h o l d s t h a t h a v e a c c e s s t o im p r o v e d w a t e r s o u r c e s a r e o f t e n r e q u i r e d t o s t o r e w a t e r f o r h o u r s
o r da y s T h e r e a r e c u r r e n t l y f e w f e a s i b l e a n d u s e r - a c c e p t e d m e t h o d s f o r p r o t e c t i n g s t o r e d
d ri n k i n g w a t e r f r o m c o n t a m i n a t i o n . S a f e s t o r a g e c o n t a i n e r s t h a t a r e d e s i g n e d t o b e i n a c c e s s i b l e
t o h a n d s m a y b e u n a f f o r d a b l e o r u n a v a i l a b l e t o c o n s u m e r s i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s , a n d
c o n t a i n e r s s u c h a s w i d e - m o u t h c l a y p o t s a n d j a r s m a y h a v e s t r o n g c u l t u r a l a t t a c h m e n t s . C h l o r i n e
c a n h e l p p r e v e n t c o n t a m i n a t i o n , b u t r e q u i r e s a c o n t i n u o u s s u p p l y o f c h l o r i n e , k n o w l e d g e o f
p r o p e r d o s i n g o n t h e p a r t o f t h e c o n s u m e r , a n d h a s p r o b l e m s w i t h t a s t e a n d o d o r a c c e p t a b i l i t y .
A s im p l e , r u g g e d , a n d c o s t - e f f e c t i v e m e t h o d f o r m a i n t a i n i n g t h e q u a l i t y o f s t o r e d w a t e r w i l l
a l l o w v u l n e r a b l e p o p u l a t i o n s t o c o n s u m e w a t e r o f i m p r o v e d m i c r o b i a l q u a l i t y , r e s u l t i n g i n l e s s
e x p o s u r e t o w a t e r b o m e p a t h o g e n s a n d t h e r e f o r e p o s s i b l y b e t t e r h e a l t h , h i g h e r q u a l i t y o f l i f e , a n d
i n c r e a s e d e c o n o m i c p r o d u c t i v i t y T h i s w o r k h a s s h o w n t h a t d i s s o l v e d c o p p e r h a s p o t e n t i a l t o
m a i n t a i n w a t e r qu a l i t y d u r i n g s t o r a g e a n d t o im p r o v e t h e s u s t a i n a b i l i t y o f g l o b a l w a t e r s t o r a g e
p r a c t i c e s I m m e r s i b l e s o l i d m e t a l s a r e a n i n n o v a t i v e s o l u t i o n t o p r o t e c t s t o r e d d r i n k i n g w a t e r .
T h e y o v e r c o m e t h e t a s t e , o d o r , a n d d o s i n g p r o b l e m s w i t h c h l o r i n e , a n d d o n o t r e q u i r e c o n s t a n t
r e p l a c e m e n t . T h e y c a n b e i n c o r p o r a t e d in t o a lm o s t a n y t y p e o f e x i s t i n g s t o r a g e c o n t a in e r ,
e l im i n a t i n g t h e n e c e s s i t y f o r h o u s e h o l d s t o i n v e s t i n n e w s t o r a g e c o n t a i n e r s t h a t t h e y m a y n o t b e
a b l e t o a f f o r d . C o n s i d e r i n g t h e r e s u l t s o f t h i s s t u d y , t h e u s e o f c o p p e r i o n s a n d p e r h a p s s m a l l
c o p p e r p a r t i c l e s t h a t w i l l r e l e a s e i o n s a s a d d i t i v e s t o d i s i n f e c t a n d p r o t e c t s t o r e d w a t e r d e s e r v e s
fi a r t h e r i n v e s t i g a t i o n a n d c o n s i d e r a t i o n .
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1 I o n i c c o p p e r w a s s h o w n t o b e a n a d e q u a t e d i s i n f e c t a n t f o r s t o r e d dr i n k i n g w a t e r i n a m o d e l
s y s t e m u n d e r c o n t r o l l e d c o n d i t i o n s a t a d o s e o f 0 . 3 m g / L o r h i g h e r , a c h i e v i n g m a x im u m
r e d u c t i o n s o f M S - 2 c o l i p h a g e a f t e r 6 h o u r s w i t h 1 m g /L [d i s s C u ] (2 . 4 l o g i o ) a n d o f E . c o l i B
a n d P . a e r u g i n o s a a f t e r 6 h o u r s w i t h 3 m g /L [ d i s s C u ] ( 8 . 5 l o g i o a n d 4 l o g i o , r e s p e c t i v e l y ) .
2 . B o t h b a c t e r i a l r e a c t i o n s a p p e a r e d t o f o l l o w e x p o n e n t i a l k i n e t i c s . T h e C h i c k - W a t s o n m o d e l
w a s a b l e t o p r o v i d e b e s t e s t i m a t e s o f r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f E c o l i B a n d P
a e r u g i n o s a w i t h [ d i s s C u ] w h i c h w e r e 0 . 0 4 5 ± 0 . 0 0 9 a n d 0 . 0 1 0 ± 0 . 0 0 4 , r e s p e c t i v e l y .
m g x m i n
P a e r u g i n o s a w a s s h o w n t o b e i n a c t i v a t e d l e s s r a p i d l y t h a n E c o l i B w i t h [d i s s C u ]
3 D e fi n i t i v e c o n c l u s i o n s c o u l d n o t b e dr a w n a b o u t i n a c t i v a t i o n k i n e t i c s o f M S- 2 w i t h [d i s s C u ]
b e c a u s e t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s s h o w e d s i g n i fi c a n t t a i l i n g a n d t h e m a t h e m a t i c a l m o d e l s
r e t u r n e d v a r y i n g e s t i m a t e s f o r t h e r a t e c o n s t a n t . T h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s o f fi l t e r e d p h a g e
p r e p a r a t i o n s a p p e a r e d t o f o l l o w e x p o n e n t i a l k i n e t i c s , i n d i c a t i n g t h a t a g g r e g a t i o n h a d l e d t o
t h e t a i l i n g b e h a v i o r . A n a c c e p t a b l e r a t e c o n s t a n t c o u l d n o t b e c a l c u l a t e d f r o m t h e i n a c t i v a t i o n
d a t a o f t h e fi l t e r e d p r e p a r a t i o n s b e c a u s e t h e r e a c t i o n s a p p e a r e d t o b e m u c h s l o w e r t h a n t h o s e
o f t h e u n fi l t e r e d p h a g e p r e p a r a t i o n s . A l t h o u g h e x p l a n a t i o n s f o r t h e r e d u c e d i n a c t i v a t i o n r a t e
i n t h e fi l t e r e d s t o c k w e r e h y p o t h e s i z e d , n o n e w e r e t e s t e d . T h e r a t e c o n s t a n t e s t im a t e d b y t h e
Ch i c k - W a t s o n m o d e l o f t h e o r i g i n a l s t o c k (0 . 0 18 ± 0 0 0 5 ) w a s f o u n d t o b e t h e b e s t
m g x m i n
e s t im a t e b e c a u s e t h e m o d e l s h o w e d a c c e p t a b l e g o o dn e s s - o f - fi t , g e n e r a l l y p r e d i c t e d
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c o n s e r v a t i v e t i m e s t o 9 9 p e r c e n t i n a c t i v a t i o n , a n d r e t u r n e d a n e s t im a t e f o r t h e r a t e c o n s t a n t
t h a t c l o s e l y f o l l o w e d t h e i n i t i a l p o r t i o n o f t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e .
4
. T h e r a t e c o n s t a n t s f o r i n a c t i v a t i o n o f E . c o l i B , P . a e r u g i n o s a , a n d M S - 2 w i t h [ d i s s C u ]
p r e s e n t e d i n t h i s r e p o r t w e r e g e n e r a l l y c o n s i s t e n t w i t h fi n d i n g s o f p r e v i o u s s t u d i e s ,
s p e c i fi c a l l y t h o s e b y St r a u b e t a l . , L i n e t a l . , a n d Y a h y a e t a l .
"
'
.
5 . T h o u g h [ d i s s C u ] a p p e a r e d t o i n a c t i v a t e m i c r o o r g a n i s m s a t m u c h s l o w e r r a t e s t h a n m o s t
c o n v e n t i o n a l o x i d a n t d i s i n f e c t a n t s , c o m p a r i s o n s o f r a t e c o n s t a n t s a n d C t v a l u e s i n d i c a t e t h a t
i t w a s a b l e t o m a i n t a i n t h e m i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y o f s t o r e d dr i n k i n g w a t e r a s w e l l a s
c o m b i n e d c h l o r i n e a t d o s e s g r e a t e r t h a n 0 5 m g / L .
6 . T h e r e p o r t e d c o e f fi c i e n t s o f d i l u t i o n b y [ d i s s C u ] d i s i n f e c t i o n w e r e f o u n d t o b e l e s s t h a n o n e
f o r a l l o f t h e t e s t o r g a n i s m s . T h i s i n d i c a t e d th a t t h e d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y o f [ d i s s C u ] t o
i n a c t i v a t e E c o l i B , P a e r u g i n o s a , a n d M S- 2 d e c r e a s e s a s d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n
i n c r e a s e s . St a t i s t i c a l a n a l y s i s o f t h e l i n e a r r e g r e s s i o n m o d e l s o f t h e i n a c t i v a t i o n c u r v e s
s u g g e s t e d t h a t n o f u r t h e r d i s i n f e c t i o n e f fi c a c y o c c u r r e d w h e n [d i s s C u ] d o s e e x c e e d e d 1
m g / L T h o u g h t h e s e o b s e r v a t i o n s a p p e a r e d t o s u p p o r t e a c h o t h e r , f u r t h e r d e fi n i t iv e
c o n c l u s i o n s c o u l d n o t b e dr a w n b e c a u s e t h e y r e l i e d h e a v i l y o n a s s u m e d b e h a v i o r o f [d i s s C u ]
o u t s i d e o f t h e e x p e r im e n t a l d o s e r a n g e .
7 . B a s e d o n p r e v i o u s s t u d i e s i t i s e x p e c t e d t h a t w a t e r t e m p e r a t u r e a n d c o m p o s i t i o n (c h e m i c a l
c o n s t i t u e n t s
, p H , a l k a l i n i t y , t u r b i d i t y ) w i l l s i g n i fi c a n t l y a l t e r t h e c h e m i c a l s p e c i a t i o n o f
d i s s o l v e d c o p p e r a n d w i l l a f f e c t i t s d i s i n f e c t i o n p e r f o r m a n c e F u t u r e w o r k w i l l b e n e c e s s a r y
t o s t u d y t h e e f f e c t t h a t c o n s t i t u e n t s i n n a t u r a l w a t e r s w i l l h a v e o n t h e a b i l i t y o f c o p p e r t o
i n a c t i v a t e o r g a n i s m s i n s t o r e d d r i n k i n g w a t e r
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T h e m a s s b a l a n c e f o r C u
^ ^ i n a n a t u r a l s y s t e m i s :
T O T C u = [C u ^ * ] + \C u C O °
'
] + [c u {C O^ f;
~
l - [C u {H C O j y [c M (OH )
'
] f [C u {O H \ } i
c u (p H )
'
; y ^ u {0 H f;
'
T h e s t a b i l i t y c o n s t a n t s f o r e a c h o f t h e c o n s t i t u e n t s i n t h e m a s s b a l a n c e c a n b e d e fi n e d a s f o l l o w s :
L _ i J = A [c o r ] A = 10 '
'
c u {C O , t
~
\ _ , ^
C u H C O
'
"
o , (o H );
-
l
14 3 2
9 4
T h u s , t h e m a s s b a l a n c e c a n b e r e - w r i t t e n a s :
\p ; \o H - ^ ^ p ; [o H - ^
G i v e n :
T 0 TC u = A . l T E - 5 M (3 m g/ L )
\C Ol
'
'
\ = a J
'
O T C d^
-
= 3 3 0 2 x 10
' ^
M (S i n c e TO T C u « T O T C O^
'
,
i t i s a s s u m e d th a t c a r b o n a t e
c o m p l e x e s o f c o p p e r a r e n e g l i g i b l e r e l a t i v e t o [(7 0 3
' 1 a n d [/ / C C ^1)
a
^
= 6 . 6 0 4 x 10
" ^
T O T C d^
-
= 5 x 10
' ^ M
[6 >/ /
-
] = 10
- ^ ^
(p H 7 2 )
[/ / ^ ] = 10
" ' ^
(p H 7 . 2 )
T h u s
, [C m
^ "
Jc a n b e c a l c u l a t e d a s :
[C m
' "
] = (4 . 7 2 x 10
" ^
) [ 1+ ( 10
^ ^ ^
)(3 . 3 0 2 x 10 V ( 10 ^ ^^ ) (3 . 3 0 2 x 10
-
Y + ( 10
^^ ^ °
)(3 . 3 0 2 x 10
" ^
)
( i o
" ^ V ( i o ^ ° ° )( i o
- ^ V ( i o ^^ ^ ^ )( i o
- ^
Y + ( i o
' ^ ' °
)( i o
" ^ Y + ( i o ' ^ ^ ° )( i o
" ^ Y ]
- '
[C m ' " ] = 1. 3 3 x 10
" ^ M (0 . 0 8 m g / L ) @ p H 7 2 , TO T C u 3 m g / L , a n d T O T C C^
'
5 x 1 0
" ^ M
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W h e n T O TE D TA = 5 x 10
" ^
M ( a ^ = 7 . 9 7 5 x 10
" ^
a t p H 7 . 2 ) t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e fo l l y
d e p r o t o n a t e d f o r m i s :
[E D r A
- ^ ] = a J O T E D TA
[£ :D r A
- ^ ] = 3 9 9 x l O
^ M
L i k e w i s e
,
w h e n T O T T GA = 5 x 10
" ^ M ( a ^ = 7 . 7 5 4 x 10
" " ^
a t p H 7 . 2 ) t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e fo l l y
d e p r o t o n a t e d f o r m i s :
[r GA
- ^
~
\ = a ^ T O T T G A
[r GA
- ^ ] = 3 . 8 8x l O
" ^ M
,
- 4W i t h 5 x 1 0
'
M s o l u t i o n s o f b o t h p o t e n t i a l n e u t r a l i z e r s , t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e fo l l y
d e p r o t o n a t e d fo r m s a r e a t l e a s t t w o a n d a h a l f t im e s g r e a t e r t h a n t h e a m o u n t o f f r e e c o p p e r i o n s
i n t h e s y s t e m . T h i s c o n c e n t r a t i o n o f n e u t r a l i z e r w i l l b e m o r e t h a n e n o u g h t o c h e l a t e a l l o f t h e
b i o a v a i l a b l e c o p p e r i n t h e s y s t e m .
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'
W o r ld H e a l th O r g a n i z a t i o n a n d U n i t e d N a t i o n s C h i ld r e n
'
s F u n d ( 2 0 0 6 ) M e e t i n g t h e M D G D r i n k i n g W a t e r a n d
S a n i t a t i o n T a r g e t , t h e U r b a n a n d R u r a l C h a l l e n g e o f t h e D e c a d e G e n e v a , N e w Y o r k
^ W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n W a t e r s a n i t a t i o n a n d h e a l t h . B u r d e n o f d i s e a s e a n d c o s t - e f f e c t i v e n e s s e s t i m a t e s
A v a i l a b l e a t h t t p : / / w w w w h o i n t / w a t e r _ s a n i t a t i o n _ h e a l t h / d i s e a s e s / b u r d e n / e n / i n d e x h t m l (A c c e s s e d N o v 15 , 2 0 1 1)
^
G o r d o n
,
R
,
M B e r t r a m , T G r a e d e l , 2 0 0 6 M e t a l s t o c k s a n d s u s t a i n a b i l i ty . P r o c N a t l A c a d U SA 10 3 (5 ) , 1 2 0 9-
12 14
"
T i l t o n
,
J (2 0 0 3 ) O n B o r r o w e d T i m e ? A s s e s s i n g t h e T h r e a t o f M in e r a l D e p l e t i o n R e s o u r c e s f o r t h e F u tu r e
W a s h i n g t o n , D C
^
C o p p e r . M e t a lP r i c e s c o m A v a i l a b l e a t h t t p : // w w w m e t a l p r i c e s e o m /F r e e S i t e / m e t a l s /c u / c u . a s p #
* W H O a n d U N I C E F . (2 0 10 ) P r o g r e s s o n S a n i t a t i o n a n d D r i n k i n g W a te r : 2 0 10 U p d a t e G e n e v a
^
M o m b a , M , P K a l e n i ( 2 0 0 2) R e g r o w th a n d s u r v i v a l o f i n d i c a t o r m ic r o o r g a n i sm s o n t h e s u r f a c e s o f h o u s e h o l d
c o n t a i n e r s u s e d f o r t h e s t o r a g e o f d r i n k i n g w a t e r i n r u r a l c o m m u n i t i e s o f S o u t h A f r i c a W a t e r R e s e a r c h 3 6 : 3 0 2 3 -
3 0 2 8
^ W r i g h t , J , S G u n d r y , R C o n r o y (2 00 4 ) H o u s e h o l d d r i n k i n g w a t e r i n d e v e l o p i n g c o u n t r i e s : a s y s t e m a t i c r e v i e w
o f m i c r o b i o l o g i c a l c o n t a m i n a t i o n b e t w e e n s o u r c e a n d p o i n t - o f - u s e T r o p M e d I n t H e a l t h 9 ( 1) : 10 6 - 17
'
S o b s e y , M ( 2 0 0 2) M a n a g i n g w a t e r i n t h e h o m e : a c c e l e r a t e d h e a l t h g a i n s f r o m im p r o v e d w a t e r s u p p ly W o r l d
H e a l th O r g a n i z a t i o n , G e n e v a
' °
C l a s e n , T ( 20 0 9) S c a l i n g U p H o u s e h o l d W a t e r T r e a t m e n t A m o n g L o w - I n c o m e P o p u l a t i o n s . W o r l d H e a l t h
O r g a n i z a t i o n , G e n e v a
' ' M in t z
,
E
,
F R e i f f , R . T a u x e ( 19 9 5 ) S a f e w a t e r t r e a t m e n t a n d s t o r a g e i n th e h o m e : A p r a c t i c a l n e w s t r a t e g y to
p r e v e n t w a te r b o m e d i s e a s e J A M A 2 7 3 : 94 8 - 9 5 3
' ^
U . S C D C ( 2 0 0 9 ) S a f e W a t e r S y s t e m s f o r t h e D e v e l o p i n g W o r l d : A H a n db o o k f o r I m p le m e n t i n g H o u s e h o ld -
B a s e d W a t e r T r e a t m e n t a n d S a f e S to r a g e P r o j e c t s U n i t e d S t a t e s C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n
A t l a n t a
,
G a
' ^
S o b s e y , M , C S t a u b e r , L C a s a n o v a , J B r o w n , M E l l i o t t (2 0 0 8) . P o i n t o f u s e h o u s e h o ld d r i n k i n g w a t e r
f i l t r a t i o n : a p r a c t i c a l , e f f e c t i v e s o l u t i o n f o r p r o v i d i n g s u s t a i n e d a c c e s s t o s a f e d r i n k i n g w a t e r i n t h e d e v e l o p i n g
w o r l d . E n v i r o n s c i t e c h n o l 4 2 : 4 2 6 1 - 4 2 6 7
" *
O y a n d e l
- C r a v e r
,
V
,
J Sm i t h ( 2 0 0 8) S u s t a i n a b l e c o l l o id a l - s i l v e r - im p r e g n a t e d c e r a m i c fi l t e r f o r p o i n t - o f - u s e
w a t e r t r e a t m e n t E n v i r o n S c i T e c hn o l 4 2 : 9 2 7 - 9 3 3
'
B r o w n , J . , M . S o b s e y , D L o o m i s ( 2 0 0 8 ) L o c a l d r i n k i n g w a t e r fi l t e r s r e d u c e d i a r r h e a l d i s e a s e i n C a m b o d i a : A
r a n d o m i z e d
,
c o n t r o l l e d t r i a l o f t h e c e r a m i c w a t e r p u r i fi e r . A m J T r o p M e d H y g 7 9( 3) : 3 9 4 - 4 0 0 .
" ^ W H O (2 0 0 8 ) G u id e l i n e s f o r d r i n k i n g - w a t e r q u a l i t y T h i r d e d W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n G e n e v a
J a ga l s , P , C J a g a l s , T B o k a k o (2 0 0 3) T h e e f f e c t o f c o n t a i n e r b i o fi lm o n t h e m ic r o b i o l o g i c a l qu a l i ty o f w a t e r
u s e d f r o m p la s t i c h o u s e h o ld c o n t a i n e r s J o u r n a l o f W a t e r a n d H e a l t h 1(3 ) : 10 1 - 10 8
1 8 W r i gh t , J , S G u n d r y , R C o n r o y (2 0 0 4 ) H o u s e h o l d d ri n k i n g w a t e r i n d e v e l o p i n g c o u n t ri e s : a s y s t e m a t i c r e v i e w
o f m i c r o b io l o g i c a l c o n t am in a t i o n b e t w e e n s o u r c e a n d p o i n t - o f - u s e T r o p M e d I n t H e a l t h 9 ( 1) : 10 6 - 17
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' ^
C h i da v a e n z i M , M . J e r e , C N h a n d a r a , D . C h i n g u n d u r y , M . B r a d l e y . ( 1 9 9 8 ) A n e v a l u a t i o n o f w a t e r u r n s t o
m a i n t a i n d o m e s t i c w a t e r q u a l i t y 2 4 t h W E D C C o n f e r e n c e , I s l a m a b a d , P a k i s t a n , (e d J P i c k f o r d ) W E D C ,
L o u gh b o r o u g h 2 4 9
- 2 5 3 .
^ ^
M a z e n g i a M , M . C h i d a v a e n z i , M B r a d l e y , e t a l (2 0 0 2 ) E f f e c t i v e a n d c u l t u r a l l y a c c e p t a b l e w a t e r s t o r a ge i n
Z im b a b w e : m a i n t a i n i n g th e qu a l i t y o f w a t e r a b s t r a c t e d fr o m u p g r a d e d f a m i ly w e l l s J o u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l
H e a l t h 6 4 : 15 - 18
M in t z , E , F R e i f f , R T a u x e ( 199 5) S a f e w a t e r t r e a t m e n t a n d s t o r a g e i n t h e h o m e : A p r a c t i c a l n e w s t r a t e gy t o
p r e v e n t w a te r b o m e d i s e a s e J A M A 2 7 3 : 9 4 8 - 9 5 3
' ^
H a l l a m , N , J W e s t , C F o r s t e r , J S im m s (2 0 0 1) T h e p o t e n t i a l f o r b i o fi l m g r o w t h i n w a t e r d i s t r ib u t i o n s y s t e m s .
W a t e r R e s e a r c h 3 5 ( 17 ) : 4 0 63 - 4 0 7 1
^ ^
L a n ta g n e , D ( 2 0 0 8 ) S o d i u m h y p o c h l o r i t e d o s a g e f o r h o u s e h o l d a n d e m e r g e n c y w a t e r t r e a t m e n t J o u r n a l o f th e
A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n 10 0 ( 8 ): 10 6 - 1 19
^ " ^
L e C h e v a l l i e r , M ( 19 9 0 ) C o l i f o r m R e g r o w t h i n D r i n k i n g W a t e r : A R e v i e w J o u r n a l A WW A 7 4 - 86
^ ^
L a n ta g n e , D (2 0 0 1) T r ih a l o m e th a n e f o r m a t i o n i n r u r a l h o u s e h o l d w a t e r fi l t r a t i o n s y s t e m s i n H a i t i (M a s t e r
'
s
T h e s i s ) M a s s a c h u s e t t s I n s t i t u t e o f T e c h n o l o gy B o s t o n , M A
^ '
L a n ta g n e , D , B B l o u n t , F C a r d i n a l i , R Qu i c k (2 0 0 8) D i s i n f e c t i o n b y - p r o du c t f o r m a t i o n a n d m i t i g a t i o n
s t r a t e g i e s i n p o i n t
- o f - u s e c h l o r i n a t i o n o f t u r b i d a n d n o n - t u r b id w a t e r s i n w e s t e r n K e n y a J o u r n a l o f W a t e r a n d
H e a l th 6 ( 1) : 6 7 - 8 2
^ ^
M o o r e , G , K K e l l e r m a n ( 19 0 4 ) A m e th o d o f d e s t r o y i n g o r p r e v e n t i n g th e g r o w t h o f a lg a e a n d c e r t a i n
p a t h o g e n i c b a c t e r i a i n w a t e r s u p p l i e s U S D e p a r t m e n t o f A gr i c u l t u r e , B u r e a u o f P l a n t I n d u s t r y B u l l e t i n N o 6 4
W a s h i n g t o n D C
' ^
H r u d e y , S , S B u r c h , M B u r c h , M D r i k a s , R G r e o r g y ( 19 9 9 ) R e m e d i a l m e a s u r e s I n : C h o r u s , 1 , J B a r t r a m ,
e d i t o r s T o x i c c y a n o b a c t e r i a i n w a t e r A g u id e t o t h e i r p u b l i c h e a l t h c o n s e qu e n c e s , m o n i t o r i n g a n d m a n a g e m e n t ,
R o u t l e d g e , L o n d o n p p 2 7 5
- 3 12
^ '
G i n i g e , M , J W y h e , 1 K ri s t i a n a (2 0 10 ) A n a n a l y s i s o f n i t r i f i c a t i o n i n a d i s t r i b u t i o n s y s t e m (C K e x t e n s i o n ) a n d
t h e e f f e c t i v e n e s s o f i t c o n t r o l t h r o u g h c o p p e r s u l p h a t e d o s i n g C S I R O L a n d a n d W a t e r S c i e n c e R e p o r t
C o m m o n w e a l t h S c i e n t i f i c a n d I n d u s t r i a l R e s e a r c h O r g a n i s a t i o n W e m b l e y , W A , A u s t r a l i a
^ °
B u n k e r , W ( 19 10 ) T h e H y g ie n e o f th e Sw i m m in g P o o l A m e r i c a n J o u r n a l o f P u b l i c H y g i e n e 2 0 (4 ): 8 10 - 8 12 .
^ '
H u r s t
,
C (2 0 0 1) D i s i n f e c t i o n o f W a t e r : D r i n k i n g W a t e r , R e c r e a t i o n a l W a t e r , a n d W a s t e w a t e r I n : B l o c k , S ,
e d i t o r D i s i n f e c t i o n , s t e r i l i z a t i o n , a n d p r e s e r v a t i o n 5
*
e d P h i l a d e l p h i a , P A p p 10 2 3
- 1 04 7
^ ^
P a lm e r
,
C ( 19 5 6 ) E v a l u a t i o n o f n e w a lg i c id e s f o r w a t e r s u p p l y p u r p o s e s J o u r n a l o f th e A m e r i c a n W a t e r W o r k s
A s s o c i a t i o n 4 8 : 1 13 3 - 1 13 7
^ '
F i t z g e r a l d , G ( 19 5 9 ) B a c t e r i c i d a l a n d a l g i c i d a l p r o p e r t i e s o f s o m e a l g i c i d e s f o r s w i m m in g p o o l s A p p l i e d
M ic r o b i o l o gy 7 : 2 0 5 - 2 1 1
^ ^
T h e N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l ( 1 9 7 7 ) D r i n k i n g w a t e r a n d h e a l t h V o l 1 N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s
W a s h i n g t o n D C
" ^ W H O (2 0 0 3 ) C o p p e r i n d r i n k i n g - w a t e r B a c k g r o u n d d o c u m e n t f o r p r e p a r a t i o n o f W H O G u id e l i n e s f o r d r i n k i n g -
w a t e r qu a l i ty W o r ld H e a l th O r g a n i z a t i o n G e n e v a
D o m e k , J , M L e C h e v a l l i e r , S . C a m e r o n , G M c F e t e r s ( 19 8 4 ) E v i de n c e f o r t h e R o l e o f C o p p e r i n th e I n j u r y
P r o c e s s o f C o l i f o r m B a c t e r i a i n D r i n k i n g W a t e r . A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 4 8 (2 ) : 2 89 - 2 9 3 .
"
L e h t o l a , M , e t a l . (2 0 0 4 ) M i c r o b i o l o g y , C h e m i s t r y a n d B i o fi l m D e v e l o p m e n t i n a P i l o t D r i n k i n g W a te r
D i s t r ib u t i o n S y s t e m w i t h C o p p e r a n d P l a s t i c P i p e s . W a t e r R e s e a r c h 3 8 ( I 7 ) : 3 7 6 9 - 7 7 9 .
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^ ^
L e h t o l a
,
M
,
e t a l (2 0 0 5 ) P ip e l i n e m a t e r i a l s m o d i f y t h e e f f e c t i v e n e s s o f d i s i n f e c t a n t s i n d r i n k i n g w a t e r
d i s t r ib u t i o n s y s t e m s . W a t e r R e s e a r c h 3 9 : 19 6 2 - 19 7 1
^ '
V a n D e r K o o i j , D , H V e e n e n d a a l , W S c h e f f e r (2 0 0 5 ) B i o f i l m F o r m a t i o n a n d M u l t ip l i c a t i o n o f L e g i o n e l l a i n a
M o d e l W a r m W a t e r S y s te m w i t h P ip e s o f C o p p e r , S t a i n l e s s S t e e l a n d C r o s s - l i n k e d P o ly e t h y l e n e W a t e r R e s e a r c h
3 9 ( 13) : 2 7 8 9 - 7 9 8 .
* "
J a n g , H , Y J . C h o i , J O K a (2 0 1 1) E f f e c t s o f D i v e r s e W a t e r P i p e M a t e r i a l s o n B a c t e r i a l C o m m u n i t i e s a n d
W a t e r Qu a l i t y i n th e A n n u l a r R e a c t o r J M i c r o b i o l B i o t e c h n o l 2 1(2 ) : 1 1 5- 12 3
" '
G e n th e , B , M . S t e y n , G M a c k i n t o s h , G G r a n t ( 2 0 0 6 ) H a r n e s s i n g th e a n t im i c r o b i a l p r o p e r t i e s o f c o p p e r f o r
p r o v i s i o n o f s a f e d r i n k i n g w a t e r R e s e a r c h r e p o r t C o u n c i l f o r S c i e n t i f i c a n d I n d u s t r i a
l R e s e a r c h , N a t u r a l R e s o u r c e s
a n d t h e E n v i r o n m e n t S t e l l e n b o s c h , S o u th A f r i c a .
" ^
P u b l i c L a w 9 3 - 5 2 3 . ( 19 7 4 ) S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t .
" ^
C r i t t e n d e n , J , R T r u s s e l l , D H a n d , K H o w e , G T c h o b a n o g l o u s (2 0 0 5 ) W a t e r T r e a tm e n t : P r i n c ip l e s a n d
D e s ig n 2
" * *
e d J o h n W i le y & S o n s , I n c H o b o k e n , N e w J e r s e y
' ^' ^
U S E P A ( 19 89 ) F i l t r a t i o n a n d D i s i n f e c t i o n ; T u r b i d i t y , G i a r d i a l a m bl i a . V i r u s e s , L e g i o n e l la , a n d H e t e r o t r o p h i c
P l a t e C o u n t B a c t e r i a F i n a l R u l e F e d e r a l R e g i s t e r 54 ( 12 4 ) : 2 7 4 86 - 2 7 54 1
' ' ^
U S E P A . ( 19 9 8a ) N a t i o n a l P r i m a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s : I n t e r im E n h a n c e d S u r f a c e W a t e r T r e a t m e n t ;
F i n a l R u l e F e d e r a l R e g i s t e r 6 3 (2 4 1) : 6 9 4 7 8
"**
U S E P A ( 2 0 02 ) . N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s : L o n g T e r m 1 E n h a n c e d S u r f a c e W a t e r
T r e a t m e n t ; F i n a l R u l e . F e d e r a l R e g i s t e r 6 7 ( 9) : 18 12
" ^
U S E P A ( 2 0 03 ) N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s : L o n g T e r m 2 E n h a n c e d S u r f a c e W a t e r
T r e a t m e n t ; P r o p o s e d R u l e F e d e r a l R e g i s t e r 6 8 ( 15 4 ) : 4 7 64 0
' ' ^
C r i t t e n d e n , J , R . T r u s s e l l , D H a n d , K H o w e , G T c h o b a n o g l o u s (2 0 0 5 ) W a t e r T r e a t m e n t : P r i n c ip l e s a n d
D e s ig n 2
' " '
e d J o h n W il e y & S o n s , I n c H o b o k e n , N e w J e r s e y
""
U S E P A ( 199 8b ). N a t i o n a l P r im a r y D r i n k i n g W a t e r R e g u l a t i o n s : D i s i n f e c t a n t s a n d D i s i n f e c t i o n B y p r o du c t s ;
F i n a l R u l e F e d e r a l R e g i s t e r 6 3 (2 4 1) : 6 9 3 9 0
' "
N S F I n t e r n a t i o n a l . (2 0 0 3 ) N SF P r o t o c o l P 2 3 1 , M i c r o b i o l o g i c a l W a t e r P u r i fi e r s A n n A r b o r , M I .
'
U S E PA . ( 19 87 ) G u i d e s t a n d a r d a n d p r o t o c o l f o r t e s t i n g m i c r o b i o l o g i c a l w a t e r p u r i fi e r s . F e d e r a l R e g i s t e r
' ^
B r o w n
,
J
,
M S o b s e y (2 0 1 1 ) E v a l u a t i n g h o u s e h o l d w a t e r t r e a t m e n t o p t i o n s : h e a l th - b a s e d t a r g e t s a n d
p e r f o r m a n c e s p e c i fi c a t i o n s . W o r ld H e a l th O r g a n i z a t i o n G e n e v a
^ ^
H u r s t , C ( 2 0 0 1) . D i s i n f e c t i o n o f W a t e r : D r i n k i n g W a t e r , R e c r e a t i o n a l W a t e r , a n d W a s t e w a t e r . In : B l o c k , S ,
e d i t o r . D i s i n f e c t i o n
,
s t e r i l i z a t i o n
,
a n d p r e s e r v a t i o n 5
*
e d . P h i l a d e l p h i a , P A pp 10 2 3
- 10 4 7
' ' ^
Z im m e r m a n n W ( 19 5 2 ) O l ig o d y n a m i s c h e s i l b e r w e r k u n g : I . U b e r d e n w e r k u n g s m e c ha n i sm u s . I I . E r f a h r u n g e n
b e i l a n g e r d a u e m d e r a n w e n d u n g z u r e n t s e u c h u n g d o r f l i c h e r w a s s e r g e w in n u n g s a n l a g e n Z e i t s c h r i f t f u r H y g i e n e
13 5 : 4 0 3 - 4 2 0
W o o d w a r d
,
R . ( 19 6 3 ) R e v i e w o f t h e b a c t e r i c i d a l e f f e c t i v e n e s s o f s i l v e r Jo u r n a l o f t h e A m e r i c a n W a t e r W o r k s
A s s o c i a t i o n 5 5 : 8 8 1 - 8 8 6 .
" W u h r m a n n
,
K
. ,
F
.
Z o b r i s t ( 19 5 8 ) B a c t e r i c i d a l e f f e c t o f s i l v e r i n w a t e r S c h w e i z Z H y d r o l 2 0 : 2 1 8 - 2 5 4 .
C h a m b e r s C , C . P r o c t o r ( 19 6 0 ) T h e b a c t e r i o l o g i c a l a n d c h e m ic a l b e h a v i o r o f s i l v e r i n l o w c o n c e n t r a t i o n s
C in c i n n a t i
,
O H : R . A T a f t S a n i t a r y E n g i n e e r i n g C e n t e r T e c h n i c a l r e p o r t W 6 0 - 4
^ ** W u h r m a n n , K , F Z o b r i s t ( 19 5 8) B a c t e r i c id a l e f f e c t o f s i l v e r i n w a t e r S c h w e i z Z H y d r o l 2 0 : 2 18 - 2 54 .
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^ ' M o o r e , G , K K e l l e r m a n ( 19 0 4 ) A m e t h o d o f d e s t r o y i n g o r p r e v e n t i n g t h e g r o w th o f a lg a e a n d c e r t a i n
p a t h o g e n i c b a c t e r i a i n w a t e r s u p p l i e s U S D e p a r t m e n t o f A g r i c u l t u r e , B u r e a u o f P l a n t I n d u s t r y B u l l e t i n N o 6 4
W a s h i n g t o n D . C
* "
S e mm e r , K r a j e w s k i A r c h f E x p P a th u P h a r m a k o l 14 : 13 9 .
^ '
G r e e n Z e i t fi i r H y g 13 : 4 9 5
"
B o l t o n ( 1 8 8 8 ) R e p o r t o f C o m m i t t e e O n D i s i n f e c t a n t s A m P u b H e a l t h A s s n p 15 3
* ^
I s r a e l , O , K l i n g m a n n , T ( 18 9 7 ) . B i o l o g i s c h e s t u d i e n m i t r i i c k s i c h t a u f d i e p a t h o l o g i e V i r c h o w
'
s A c r h i v
14 7 (2 ) : 2 9 3 - 34 0
^ ' ^
M o o r e , G , K K e l l e r m a n ( 19 0 4 ) A m e t h o d o f de s t r o y i n g o r p r e v e n t i n g t h e g r o w th o f a l g a e a n d c e r t a i n
p a t h o g e n i c b a c t e r i a i n w a t e r s u p p l i e s U S D e p a r tm e n t o f A g r i c u l t u r e , B u r e a u o f P l a n t I n d u s t r y B u l l e t i n N o 6 4
W a s h i n g t o n D C
^ '
F i t z g e r a ld , G ( 19 5 9 ) B a c t e r i c id a l a n d a lg i c id a l p r o p e r t i e s o f s o m e a lg i c id e s f o r s w im m i n g p o o l s A p p l i e d
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